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(57) Abstract: The invention concerns the use of nucleotide sequences selected among those comprising a sequence coding for a 
protein of the trimethylamine N-oxide reductase (TMAO reductase) system in bacteria, or a fragment or a sequence derived from 
said sequence for implementing a method for detecting the presence of all bacteria involved in the process of decaying of aquatic 
animal flesh, in a host suspected of carrying such bacteria. The invention also concerns nucleotide sequences such as defined above, 
<S said detecting methods as well as kits for implementing said methods. 



(57) Abrege: La pnSsente invention a pom* objet 1' utilisation de sequences nucleotidiques choisies parmi celles comprenant une se- 
quence codant pour une proteine du systeme trimethylarnine N-oxyde reductase (TMAO reductase) chez les bacteries, ou un fragment 
ou une sequence derivee de cette sequence, pour la mise en oeuvre d'une methode de detection de la presence de toutes bacteries 
impliquees dans le processus de d6gradation des chairs d'anirnaux aquatiques, chez un hote susceptible d'etre porteur de telles bac- 
teries. IS invention a egalement pour objet des sequences nucleotidiques telles que d^finies ci-dessus, des mSthodes de detection 
susmentionn^es ainsi que les trousses pour la mise en oeuvre de ces m£thodes. 
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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES ISSUES DE GENES CODANT POUR LA 
TRIMETHYL AMINE N-OXYDE REDUCTASE, ET LEURS UTILISATIONS, 
NOTAMMENT POUR LA DETECTION DE BACTERIES. 



La presente invention a pour objet des sequences nucleotidiques issues de g&nes codant 
pour la trimethylamine N-oxyde reductase (TMAO reductase) et utilisables, notamraent en tant 
qu' amorces, pour la mise en ceuvre de precedes de detection de bact&ies impliquees dans 
l'alteration des chairs d'animaux aquatiques, et plus particulierement d'animaux marins. 

10 Le trimethylamine Af-oxyde (TMAO) est un des principaux constituants de petit poids 

moleculaire des animaux marins, ou il peut representer jusqu'a 1% de leur poids sec. En 
anaerobiose, certaines bacteries utilisent le TMAO comme accepteur exogene d'61ectrons pour 
leur respiration. Le TMAO est alors reduit en trimethylamine (TMA), compose tres volatil, 
responsable en grande partie de Todeur nauseabonde des poissons en voie de decomposition. La 

1 5 reduction du TMAO en TMA a ete mise en Evidence chez les bacteries marines, comme celles 
du genre Shewanella, Photobacterium ou Vibrio (1, 2), chez des bacteries photosynthetiques 
isolees dans les eaux saumatres, comme celles du genre Rhodobacter (3), mais aussi chez 
plusieurs ent6robact6ries, comme Escherichia coli, Salmonella typhimurium ou Proteus 
vulgaris (4). 

20 L' enzyme responsable de la reduction du TMAO en TMA, correspond a la 

trimethylamine N-oxyde reductase (TMAO reductase), dont les proprietes ont ete etudiees chez 
differents organismes. A titre d'exemple, il existe chez E. coli deux enzymes distinctes 
responsables de la reduction du TMAO : la TMAO reductase et la DMSO reductase. La TMAO 
reductase, qui est responsable de 90% de la reduction du TMAO, est une molybdoenzyme 

25 p6riplasmique de 90 kDa, pouvant etre trouv6e sous forme de monom&re ou de dim^re (5). Les 
TMAO reductases des diffSrentes bacteries etudi6es sont toutes des molybdoenzymes de 80- 
100 kDa qui peuvent etre retrouvees soxis forme de monom£re, dimere ou t&ramere. Ces 
proteines sont toutes inductibles en ana6robiose par le TMAO, mais aussi par le DMSO 
(dimethylsulfoxyde). Enfin, hormis chez P. vulgaris, les TMAO reductases sont toutes 

30 localisees dans le periplasme de la bacterie. 

L'etude du systdme TMAO reductase au niveau gen6tique et moleculaire a 6te realis6e 
chez les enterobactdries E. coli et celles du genre Rhodobacter. Les deux TMAO/DMSO 
reductases des bacteries du genre Rhodobacter et la TMAO reductase inductible d*E. coli 
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presenter* une homologie au niveau de leur sequence primaire (6, 7, 8). La structure globale de 
la TMAO reductase d'E coli pourrait se rapprocher de celles decrites pour Rhodobacter 
sphaeroides ou Rhodobacter capsulatus. Chez E. coli, les genes qui cedent pour les differents 
composants du systeme TMAO reductase sont organises en operon : l'operon torCAD, qui code 
5 pour les trois proteines TorC, TorD et TorA (6). Chez Rhodobacter, les genes qui cedent pour 
les differents composants du systeme TMAO/DMSO reductase sont egalement organises en 
operon : l'operon dorCDA, qui code pour trois proteines DorC, DorD (egalement appele DorB) 
et DorA, possedant des homologies avec respectivement les proteines TorC, TorD et TorA 
d'E.coli (9, 10). 

10 Une etude phylogen6tique par sequencage de l'ADNr 16S a ete realisee sur une bact6rie 

isolee a partir d'un poisson peche dans la baie de Marseille, et garde a temperature ambiante 
dans de l'eau de mer filtree. Les resultats obtenus montrent que cette bacterie, qui possede une 
activite TMAO reductase importante, correspond a une nouvelle espece du genre Shewanella, 
proche de Shewanella putrefaciens. Elle a ete appelee Shewanella massilia. Excepte la proteine 
TcrE, les produits des genes de l'operon torECAD de S. massilia possedent de fortes 
homologies avec les proteines impliquees dans les systemes TMAO reductase d'E. coli et des 
bacteries du genre Rhodobacter (19). De meme, la structure globale de la TMAO reductase de 
S. massilia presente des homologies avec les structures deja d6crites des TMAO/DMSO 
reductases des bacteries du genre Rhodobacter (20). 
20 L'alteration des chairs de poissons, comme de la plupart des aliments, est essentiellement 

due a l'activite metabohque de certaines bacteries, pouvant representer jusqu'a 10 8 cellules par 
gramme de produit. Les premieres modifications post mortem qui surviennent au niveau des 
chairs de poissons ne sont pas necessairement dues aux bact6riesi mais a certaines r6actions 
d'autolyse. Cependant, le developpement microbien constitue tres vite 1'element majeur de 
25 l'alteration, le tissu musculaire du poisson constituant un substrat pour la croissance 
bact6rienne. Plusieurs facteurs intrinseques aux chairs de poissons peuvent expliquer leur tres 
grande alterabilite, comparee a d'autres produits alimentaires : une hydratation importante, un 
pH post mortem elev6 (> 6), une forte teneur en substances azotees non proteiques, dont le 
TMAO forme la part essentielle et, une faible teneur en proteines de soutien (11, 12). Ces 
30 differentes caracteristiques contribuent au d6veloppement d'une flore microbienne d'alteration 
specifique des chairs de poissons. De facon interessante, la diversity des especes de poissons ne 
semble pas avoir d'incidence sur la nature ou le nombre de bacteries initialement presentes sur 
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le poisson. En revanche, la microflora bacterienne du poisson semble directement liee a 
renvironnement naturel ou il evolue. Ainsi, la contamination de Peau qui depend 
essentiellement de la temperature, la salinitd ou la concentration en oxygene dissous, semble 
jouer un role determinant. L'origine des bacteries retrouv£es au niveau des chairs de poissons 
5 ne provient pas uniquement de la microflore des poissons vivants : des bact6ries contaminantes 
peuvent notamment provenir de la chaine du firoid (la glace, les recipients contenant les 
poissons, les etapes de transformation...). Parmi Tensemble de la flore microbienne retrouvee 
au niveau des chairs de poissons, une partie seulement est rendue responsable du phenomene de 
putrefaction. Tandis qu'une contamination bacterienne ne rend pas necessairement les chairs de 

10 poissons impropres k la consommation, certaines bacteries entrainent rapidement des 
changements d6sagreables dans la texture, la saveur ou Fodeur degag6e (13). 

Les produits de la mer represented done une denr6e hautement p6rissable, posant de 
nombreux problemes de conservation aux industriels de la pSche. La maitrise de la qualite 
fraicheur de ces produits constitue ainsi une preoccupation de plus en plus importante pour 

15 l'ensemble du secteur de la peche (producteurs, transformateurs ou distributeurs), conduisant 
depuis quelques ann6es les industriels a rechercher de nouvelles techniques permettant de 
rendre compte de l'etat de fraicheur du poisson dans des delais tres brefs. 

Actuellement, la determination de l f 6tat de fraicheur des produits de la mer est 
essentiellement fondle sur une appreciation sensorielle (aspect, odeur, saveur) qui permet au 

20 mieux de conclure a im produit frais, moyennement frais ou impropre & la consommation. Cette 
methode organoleptique n'est cependant applicable qu'a des produits entiers, et des analyses 
plus fiables en laboratoire sont souvent indispensables. 

IjVO jLiJ.wli.xvjw.VO c^oowwa »jivu uiiw iuiuijr uaviviiVJiugit|wy • ^liviv uuvtvuviuiv wvuivy 

applicables a des produits transform6s sont de plus en plus utilisees pour appr6cier T6tat de 
25 fraicheur du poisson. L' estimation directe du nombre de bacteries cultivables sur un echantillon 
de poisson reste la m6thode la plus communement utilisee : apres croissance sur differents 
miheux (par exemple milieu de citrate de fer), chaque cellule va former une colonie visible sur 
boites de petri, permettant ainsi un denombrement. Bien que cette technique soit simple 
d'utilisation et assez sensible, elle n&sessite cependant un temps d'incubation pour la croissance 
30 important (de 3 a 5 jours environ). De plus, la composition du milieu de croissance, ou les 
temperatures retenues pour ces tests (20-30°C), ne permettent pas toujours de d6tecter 
Tensemble des bacteries d'alteration. Ainsi, la r6glementation actuelle qui preconise une 
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temperature de 30°C pour realiser ces tests (arrete de 1979), ne permet pas de pouvoir detecter 
certaines bacteries ^alteration conune Photobacterium phosphoreum qui ne croissent pas a 
cette temperature. Ainsi, meme si la mesure non specifique de la charge microbienne totale 
constitue un bon indicateur de 1'etat d'hygiene des poissons, elle ne pennet cependant pas 
d'evaluer la qualite sensorielle de ce type de produit L'examen microscopique des aliments est 
une technique rapide pour estimer le niveau de contamination bacterienne. Les cellules colorees 
a racridine orange sont visualisees par une technique de microscopie de fluorescence ; le 
principal inconvenient de cette methode reste cependant sa faible sensibility (entre 10 4 et 10 5 
cellules). 

La degradation des composants cellulaires du poisson conduit a la production de 
nombreuses substances qui peuvent servir d'indicateur indirect d'une contamination 
bacterienne. Une alternative aux methodes enumerees ci-dessus a done consiste a suivre par des 
techniques chimiques, differents produits de degradation des chairs de poissons (14). La 
determination de l'azote basique volatile total (ABVT), dont rammoniac (NH 3 ) et la 
tnm6thylamine (TMA) fcxment la part essentielle, est une technique largement repandue a 
l'heure actuelle pour estimer le degre de decomposition des chairs de poissons. Le dosage de 
I'ABVT a 1'avantage d'etre simple, rapide et d'un cout de revient tres faible. La determination 
du taux de TMA dans I'ABVT, pennet d'apporter un element qualitatif sup P 16mentaire au 
critere ABVT. Ce critere semble en effet moins dependant de variations qui affectent 
g6neralement le taux de TMA ou d'ABVT (I'espece du poisson, sa teneur en graisses etc. . .). La 
meme methodologie que pour I'ABVT peut etre utilisee pour doser la TMA. D'autres 
techniques colorimetrique, enzymatique ou chromatographiques ont egalement et6 decrites pour 
quantifier la TMA (15, 16). Lors de la reaction de reduction du TMAO en TMA par les 
bacteries, les chairs de poissons en decomposition subissent afferent* changements : baisse du 
potentiel r6dox, une augmentation du pH, de la conductivity electrique. Plusieurs etudes ont 
done egalement utilise ces differents indicateurs pour tenter de suivre inoirectement le 
degagement de TMA. Cependant l'ensemble de ces etudes n'a jamais permis d'etablir une 
conelation definitive entre le niveau de TMA degage et la quality fraicheur des echantillons de 
poissons. De nombreux autres produits de degradation ont egalement ete testes afin de pouvoir 
determiner par des dosages chimiques le niveau d'alteration du poisson: le sulfure 
d'hydrogene, l'hypoxanthine, l'indol, l'histamine et les acides amin6s. Cependant, ces 
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differents dosages ne sont significatifs que dans certaines especes de poissons, ouaun niveau 
d' alteration tres avance. 

La reaction de polymerisation en chaine (PGR) est une technique moleculaire qui 
permet d'amplifier de grandes quantites d'une sequence d'ADN cible dans le but de la 
visualiser. Depuis quelques amtees, la technique de la PCR est de plus en plus utilisee pour la 
detection et 1' identification de micro-organismes notamment dans le domaine de la 
bacteriologie clinique ou celui de la securite des aliments (17, 18). Actuellement, les tests PCR 
appliques aux produits alimentaires permettent principalement la detection de bacteries 
pathogenes bien determinees (Shigella, Salmonella, Listeria ...). 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les inventeurs du fait que les 
sequences d'ADN codant pour une proteine du systeme TMAO reductase, ont une homologie 
suffisante au sein des diverses bacteries, notamment au sein des bacteries responsables de 
Talteration des tissus d'organismes aquatiques, et plus particulierement au sein des bacteries 
marines, pour permettre la mise en ceuvre de precedes de detection de toutes bacteries 
responsables de l'alteration des tissus par leur activity TMAO reductase, lesdits precedes 6tant 
applicables sur tout animal aquatique, et notamment sur tout animal marin. 

L'un des buts de la presente invention est de fournir un test de qualite fraicheur des 
produits aquatiques, et plus particulierement des produits de la mer, k la fois rapide, peu 
couteux, et offrant une fiabilite 61evee en terme de specificite et de sensibilite. 

L'un des autres buts de la presente invention est de fournir un test de detection non pas 
d'un type bacterien, mais de l'ensemble des bacteries responsables de l'alteration des tissus 
d'organismes aquatiques, et notamment de la putrefaction des chairs de poissons, a savoir aussi 
bien les bacteries marines, que les enterobacteries on les bacteriesasolees au niveau des eaux 
saumatres. 

Un autre but de la presente invention est de fournir un test de detection de bacteries 
responsables de T alteration des tissus d'organismes marins, applicable a differentes especes de 
poissons provenant de regions g6ographiques difterentes. 

Un autre but de la prdsente invention est de fournir un test de detection de bacteries 
responsables de Talteration des tissus d'organismes marins, suffisamment sensible pour 
detecter des etapes precoces de Talteration. 

La presente invention a pour objet Tutilisation de sequences nucl6otidiques choisies parmi 
celles comprenant une sequence codant pom: une proteine du systeme trim6thylamine N-oxyde 
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reductase (TMAO reductase) chez les bacteries, ou un fragment de cette sequence telle qu'une 
sonde ou une amorce d'environ 15 a environ 25 nucleotides, ou une sequence derivee par 
adchfion, suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides de cette sequence codant 
pour une proteine du systeme TMAO reductase ou dun fragment de cette derniere, ledit 
fragment et ladite sequence derivee etant capables de sTaybrider, notamment dans les conditions 
d'hybndation dermics ci-apres, avec ladite sequence codant pour une proteine du systeme 
TMAO reductase, pour la mise en oeuvre d'une methode de detection de la presence de toutes 
bacteries impliquees dans le processus de degradation des chairs d'animaux aquatiques, chez un 
h6te susceptible d'etre porteur de telles bacteries. 

Avantageusement, les sequences nucleotidiques codant pour une prot6ine du systeme 
TMAO r6ductase susmentionnees, sont choisies parmi celles correspondant a 1'operon torCAD 
ou 1'operon dorCDA mentionnes ci-dessus, du systeme TMAO reductase chez les bacteries. 

De preference, la sequence codant pour une proteine du systeme TMAO reductase 
susmenuonnee, est choisie parmi les sequences codant pour la TMAO reductase chez les 

, ^ Si gn C c ^uccmc xorA ou DorA, ou codant pour un cytochrome de type c 

chez les bacteries, encore d6signe proteine TorC ou DorC. 

Selon un mode particuherement avantageux de Invention, les s6quences nucleotidiques 
codant pour une proteine du systeme TMAO reductase sont choisies parmi celles des bacteries 
suivantes : 

- les bacteries marines, telles que celles du genre Shewanella, Photobacterium ou Vibrio, 
lesdites sequences 6tant notamment choisies parmi les suivantes : 

* la sequence SEQ ID NO .1 codant pour la proteine TorA de Shevanella 
massilia representee sur la figure 1 , 

* 13 S&1UenCe SE Q 10 NO :2 «>dant pour la proteine TorA de Shewanella 
25 putrefaciens representee sur la figure 1, 

* la sequence SEQ ID NO :3 codant pour la proteine TorA de Shewanella c 
representee sur la figure 2, 

* la sequence partielle SEQ ID NO :4 codant pour la proteine TorA de 
Photobacterium phosphoreum representee sur la figure 3, 

* la s6quence codant pour la proteine TorC SEQ ID NO :5 de Shewanella 
massilia representee sur la figure 14, 

- les bacteries provenant des eaux saumatres, telles que celles du genre Rhodobacter, ou 
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Roseobacter, lesdites sequences etant notamment choisies parmi les suivantes : 

* la sequence SEQ ID NO : 6 codant pour la proteine DorA de Rhodobacter 
sphaeroides representee sur la figure 4, 

* la sequence SEQ ID NO : 7 codant pour la proteine DorA de Rhodobacter 
5 capsulatus representee sur la figure 4, 

* la sequence codant pour la proteine DorC SEQ ID NO : 8 de Rhodobacter 
sphaeroides representee sur la figure 14, 

- les enterobacteries, telles que celles du genre Escherichia, ou Salmonella, lesdites 
sequences etant notamment choisies parmi les suivantes : 
10 * la sequence SEQ ID NO : 9 codant pour la proteine TorA de Escherichia 

coli representee sur la figure 4, 

* la sequence partielle SEQ ID NO : 10 codant pour la proline TorA de 
Salmonella typhimurium representee sur la figure 5, 

* la sequence codant pour la proteine TorC SEQ ID NO : 11 de Escherichia 
1 5 coli representee sur la figure 14. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee de sequences 
nucieotidiques choisies parmi les fragments des sequences definies ci-dessus, ou parmi les 
sequences derivees de ces fragments, lesdits fragments ou sequences derivees comprenant 
environ 15 a 25 nucleotides, et sont utilises par paires pour former des couples d'amorces 
20 permettant Tamplification de fragments de g6nes codant pour une proteine du systfcme TMAO- 
reductase de bacteries impliquees dans la degradation des chairs d'animaux aquatiques, selon la 
technique PCR. 

Avantageusement, les sequences nucieotidiques susmentionnees sont utilisees sous forme 
de couples d'amorces choisis parmi Tun quelconque des trois groupes d'amorces suivants : 
25 (1) le groupe d'amorces « DDN » amplifiant des fragments d'ADN du g£ne tor A, ce 

groupe comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucieotidiques « DDN+ » suivantes : 

- DDN1+ (SEQ ID NO : 12) : 5 ' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3 ' : melange de 
54 sequences nucieotidiques, 
30 - DDN5+ (SEQ ID NO : 13) : 5 1 ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC 3 9 : melange de 4 

sequences nucieotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucieotidiques « DDN- » suivantes : 
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- DDN2- (SEQ ID NO : 14) : 5'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 5' • 
melange de 32 sequences nucleotidiques, 

- DDN3- (SEQ ID NO : 15) : 5' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 5' : melange de w 
sequences nucleotidiques, 

5 - DDN4- (SEQ ID NO : 16) : 5' TGr CCd CGr kCG TTA AAG ACS' : melange de 24 

sequences nucleotidiques, 

- DDN5- (SEQ m NO : ,7) : r CCv GOT TCG AGr ATC GCA TC 3 ' : melange de 6 
sequences nucleotidiques, 

(2) le groupe dWes « BN ,, ,, affiant des fragment d'ADN du gene ,orA. ce 
1U groupe comprenant : 

♦ Ies compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

- BN1+ (SEQ ID NO : 1 8) : 5 * C bGA yAT CsT rCT nrr ? > n 
nucleotidiques, C ' " * 16 

- BN3 + (SEQ ID NO : 19) : J ' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC 3 ' : melange de 96 

ID sequences nucleotidiques, 

- BN6+ (SEQ ID NO : 20) : J ' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3 ' : melange de 64 
sequences nucleotidiques, 

♦ ^compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes • 

- BN2- (SEQ ID NO 21) : 5' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3 ' : melange de 216 
sequences nucleotidiques, 

- BN4- (SEQ ID NO : 22) : S • ATC Ar, CCn swv GGC GTG CC : mebng. de 192 
sequences nucleotidiques, 

- BN5- (SEQ ID NO : 23) : 5T3bC ACr TCd GTy TGy GG r, melange de 72 fences 
nucleotidiques, 
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(3) le groupe dWces «BC» » amplifiant des fragments d'ADN du gene torC ce 
groupe comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes • 

- BC1 + (SEQ ID NO : 24) : 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3 ' : m6,ange de 256 
sequences nucleotidiques, 

- BC2 + (SEQ ID NO : 25) : 5' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3 ' : melange de 96 
sequences nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 
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- BC2- (SEQ iD NO : 26) : 5 9 CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA3 J : melange de 96 
sequences nucleotidiques, 

- BC3- (SEQ ID NO : 27) : 5 ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 1 : melange de 128 sequences 
nucleotidiques, 



les couples d' amorces etant choisis de telles de telle sorte que Tune des amorces d f un 
couple correspond a Tune des compositions de sequences nucleotidiques DDN+, BN+ ou BC+ 
susmentionnees, tandis que F autre amorce correspond respectivement a Tune des compositions 
10 de sequences nucleotidiques DDN-, BN- ou BC- susmentionn6es, lesdits couples d'amorces 
etant notamment choisis panni Tim quelconque des quatre couples suivants : 

(a) le couple DDN1+ / DDN5-, conduisant k Tamplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 820 paires de bases (bp), et 
notamment a I'amplification d f un fragment de 821 bp du g6ne codant pour la proteine TorA 

15 chez les bacteries du genre Shewanella, tel que le fragment de 821 bp delimite par les 
nucleotides situes aux positions 620 k 1450 du gene tor A de S. massilia represents sur la figure 
4, 

(b) le couple BN6+ / BN2-, conduisant k Tamplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 710 bp, et notamment a 

20 Tamplification d'un fragment de 727 bp du gene codant pour la proteine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 727 bp d61imite par les nucleotides situes aux 
positions 1657 a 2403 du gene tor A de S. massilia represents sur la figure 4, 



la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 360 bp, et notamment a 
25 Tamplification d'un fragment de 355 bp du g&ie codant pour la proteine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 355 bp d61imit6 par les nucleotides situ6s aux 
positions 1657 a 2023 du gene tor A de S. massilia reprSsente sur la figure 4, 

(d) le couple BC1+ /BC2-, conduisant a Tamplification de fragments du gene codant pour 
la proteine TorC chez les bacteries, d'une taille d*environ 170 bp, et notamment k 
30 Tamplification d f un fragment de 197 bp du gene codant pour la prot6ine TorC chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 197 bp codant pour le fragment polypeptidique 
delimite par les acides amines situes aux positions 1 14 a 179 de la prot&ne TorC de S. massilia 



5 



dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r = (A,G), h - (A,C,T), d = (G,A,T), m = (A,C), 
w = (A,T), b - (G,T,C), s = (G,C), v = (G,A,C), et k = (G, T), 



(c) le couple BN6+ /BN4-, conduisant a Tamplification de fragments du gfene codant pour 
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representee sur la figure 14. 

Les h6tes susceptibles d'etre porteurs de bacteries impliquees dans le processus de 
degradation des chairs d'arumaux aquatiques, telles que decrites ci-dessus, sent des organismes 
aquatiques, notamment des organismes marins tels que les poissons et les crustaces, et plus 
particulierement les poissons d'Atlantique tels que la sole, le cabillaud, ou les poissons de la 
mer Mediterranee tels que le rouget de roche, la dorade, ainsi que certains animaux des eaux 
douces ou saumatres. 

L'invention a plus particulierement pour objet 1'utilisation susmentionnee de s6quences 
nucleotidiques decrites ci-dessus, pour la mise en oeuvre d'une methode de detection de la 
presence de toutes bacteries impliquees dans la degradation des chairs d'animaux aquatiques 
dans le cadre d'un procede devaluation de 1'etat de fraicheur des animaux aquatiques sur 
lesquels est preleve 1'echantillon teste, lorsque ces derniers sont extraits de leur environnement 
naturel. 

L'invention concerne egalement toute sequence nucleotidique correspondant a Tune des 
sequences suivantes : 

- DDN1+ : 5 ' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3 \ 

- DDN5+ : 5 ' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC 3 *, 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3 ', 

- DDN3- : 5 ' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3\ 

- DDN4- : J ' TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3 

- DDN5- : 5 ' CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC 3 

- BN1+ : 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 \ 

- BN3+ : 5 GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC 3 ', 

- BN6+ : 5 ' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3 

- BN2- : 5 ' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3 ', 

- BN4- : 5 ' ATC Arr CCn swv GGC GTG CC 3 ', 
• BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 ', 
-BC1+: 5 ' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3 ', 

- BC2+ : 5 ' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3 ', 

- BC2- : 5 ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 ', 

- BC3- : 5 ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 \ 

dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r = (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m = (A,C), 
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w = (A,T), b = (gH)> s = (G,C), v = (GAQ, et k = (G,T). 

L'invention a egalement pour objet toute composition de sequences nucleotidiques en 
melange, correspondant a Tune des compositions suivantes : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes : 

5 - DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3' : melange de 54 sequences 

nucleotidiques, 

- DDN5+ : 5 " ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC3' : melange de 4 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes : 

1 0 - DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3 ' : melange de 32 sequences 

nucleotidiques, 

- DDN3- : 5' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3' : melange de 16 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN4-: 5' TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3' : melange de 24 sequences 
15 nucl6otidiques, 

- DDN5- : 5' CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC 3' : melange de 6 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

- BN1+ : 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 ' : melange de 16 sequences nucleotidiques, 

20 - BN3+: 5' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC 3* : melange de 96 sequences 

nucleotidiques, 

- BN6+: 5' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3* : melange de 64 sequences 

nucleotidiques, \ : . 

♦ les compositions de sequences nucteotidiques « BN- » suivantes : 

25 - BN2-: 5 " GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3 9 : melange de 216 sequences 

nucleotidiques, 

- BN4-: 5' ATC Arr CCn swv GGC GTG CC 3' : m61ange de 192 sequences 
nucl6otidiques, 

- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 9 : melange de 72 sequences nucleotidiques, 
30 ♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

- BC1+ : 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : melange de 256 sequences 
nucleotidiques, 
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- BC2+: 5' TGy ATh GAy TGy CAv AAr an ?• . a, 
nucleotides, " GG 3 ' de 96 S ^ Uences 

♦ les compositions de sequences nucleotides « BC- » suivantes • 
-BC^XCyTTrTGrCArTCdAT^ 

dans lesquelles n = (A,C,G,T), y - (C ,T), r - (A,G), h = (A>C ,T), d = (G,A,T), m - (AC) 
w = (A.T), b = (G,T,C), s = (G,C), v = (G,A,C), et k = (G,T). 

L'invention concerne egalement les couples d Wees choisis au sein de Fun des groupes 
d amorces suivants : 

10 (1) le groupe d'amorces « DDN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotides « DDN+ » suivantes : 

- DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG Trr ?> 
nucleotidiques, ° ' ' 54 

- DDN5+ : 5' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CO ?' • « 

15 nucleotidiques, GAA CC 5 m 61ange de 4 sequences 

♦ les compositions de sequences nucleotides « DDN- » suivantes : 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrT nrr n ? • ^ 
nucleotides, CGT TrC GCT C 5 : melange de 32 sequences 

- DDN3- : 5' GAC TCA CAy Awy TGv GAG TG ? * • ai 

20 nucleotides, ' * 16 S6qUenC6S 

- DDN4- : 5' TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC V ■ m M» a < 
nucleotides, A AAG AC 3 . melange de 24 sequences 

- DDN5-: 5' CCv GGT TCG AGr ATC GPA tp?- ai 

nucleotidiques, TC ' de 6 S&1UenCeS 

25 (2) le groupe d'amorces « BN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes • 

-BN1+ : J'CbGA yAT CsT rCT GCC 5 ' : melange de 16 sequences nucleotidiques 

- HW+: GGm GAy TAy TCb ACm GGy : melange de 96 s^ces 
nucleotidiques, 

30 - BN6+: 5' Twy GAr CGy AAC GAv mT«- oa s > 

y U UAy mTC GA * : melange de 64 sequences 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotides « BN- » suivantes : 
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- BN2-: vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sequences 
nucleotidiques, 

- BN4- : 5' ATC Arr CCn swv GGC GTG CC3' : melange de 192 sequences 
nucleotidiques, 

- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 ' : melange de 72 sequences nucleotidiques, 
(3) le groupe d'amorces « BC » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

- BC1+: 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 5' : melange de 256 sequences 
nucleotidiques, 

- BC2+: 5' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 

- BC2- : 5 ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 ' : m61ange de 96 s6quences nucleotidiques, 

- BC3- : 5 ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 ' : m61ange de 128 sequences nucleotidiques, 
dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r = (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m = (A,C), 

w = (AT), b = (G,T,C), s = (G,C), v = (G,A,C), et k = (G,T), 

les couples d'amorces etant choisis de telles de telle sorte que l'une des amorces d'un 
couple correspond a l'une des compositions de sequences nucleotidiques DDN+, BN+ ou BC+ 
susmentionn6es, tandis que l'autre amorce correspond respectivement a l'une des compositions 
de sequences nucleotidiques DDN-, BN- ou BC- susmentionnees, lesdits couples d'amorces 
etant notamment choisis parmi l'un quelconque des quatre couples suivants : 

(a) le couple DDN1+ / DDN5-, conduisant a l'amplification de fragments du gene codant 
pour la prot6ine TorA chez les bacteries, d'une taille d' environ 82.0 paires de bases (bp), et 
notamment a ramplification d'un fragment de 821 bp du gene codant pour la proteine TorA 
chez les bacteries du genre Shewanella, tel que le fragment de 821 bp d61imite par les 
nucleotides situ6s aux positions 620 a 1450 du gene torA de S. massilia represents sur la figure 
4, 

(b) le couple BN6+ / BN2-, conduisant a . l'amplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d' environ 710 bp, et notamment a 
l'amplification d'un fragment de 727 bp du gene codant pour la proteine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 727 bp delimite par les nucleotides situ6s aux 
positions 1657 a 2403 du gene torA de S. massilia represents sur la figure 4, 



13 



15 



20 



25 



30 



WO 01/20030 

PCT/FROO/02578 , . 

(c) coupie BNo + /BN4-, conduisan, * rantpHncation de du gtae ^ 

1T« T T Z baC,WeS> d,Une ^ 360 "P. - — * 

"^T ^ ^ bP " U *» »« "» 1— TorA Chez ,es bacteries 
au genre Shewanella, tel que le fragment a* u . , 

q ^ nM de 355 b P del ™'" P« les nucleotides situes aux 
5 posmons lo 57 a 2023 du gene ,orA de i. repr4sentt „ „ Bpm < 

(d, ,e couple BCH /BC2-, conduisan, a ramphncation de fagments dlI g4ne codan , 
la pro-ente TorC cue, ,ea bac,eries, d'uue taiUe d'environ no op, e, no.annne* a 
lanrpuficanond^fi^entde .97 bp du gene codau. pour ,a proline To* chez >es oactenes 
du genre ^aneUa, ,el que ,e fragment de ,97 bp codan, pour ,e flagmen, po.ypeptidique 
. 0 dehmtte par .es acdes amines sirues aux position* „4 a ■ 79 de ,a proteine TorC de 5. 11 
representee sur la figure 14. 

LWention a ega.emen, pour obje. une mefiode de detection de toutes bacteries 
■mphquees dans la degradation dea chairs d-animaux aquatiques chez un h6te susceptible d'efre 
porieur de tenes bacteries, ladite tnefiode etant eflecti.ee a partir dVn echanullon bidogique 
preleve sur cet note, cet echanriiirm h,«i„~,.„_ . H 

514116 eom5S P° naant notamment a un fragment sous- 
cutane de chair de .animal aquatique en question, e, etan, caracterisee en ce qu-elle cnmpmnd 
une etape d hybridation d'au moina une sequence nudeotidique teUe que define ci-deaaaa, avcc 
des flagmen* de genes codan, pour une proteine du systeme TMAO-retiuctase de bacteries 

Z rT T ^ «- »*— 

dans echanbllo. btdogique preleve aur ledi, b6,e. auivie d'une etape de revelation, notannnen. 

par Cecuophoreae, de la prWe eventueUe dans .edit echantillon de genes codan, pour une 
proteine du systeme TMAO-reductase ou de fr**™^* a 

' ° U de de ces genes, dont le nombre de copies 

a ete le cas echeant amplifie. 

Invention a plus particulieremen, pour obje, une methode de detection teHe que definie 
c-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes • 

- le traitemen, d'un echantillon biologique preteve sur ce, h6,e afin d-extraire I'ADN .otal 
de ce, ha* e, de renthe ,e genome de ces baches accessiWe aux sequences nucleotidiques ou 
arnorcea defines ci-dessus, ce naitemen, e,an t nota mmen, ef&ctu , 4 ..^ ^ 
d exflacnon rapide de l'ADN baaee aur ,a fixarion des acides nucleiques a des biUes de since 

^amplification du no m bre de cnpies de genes cndan, pour les pro,eines du s y «en,e 
TMAO-reduc^se de bacteries itnpliqueea dana ,a degradation dea chairs d'animanx aquafiquea 
ou de fiagmente de ces genes, suscepublea d' 6 ne presen te dana c echandllon. i raid, des' 
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sequences nucleotio^ies ou amorces susmentionnees, 

- la detection de la presence eventuelle dun nombre amplifie de copies de genes codant 
pour une proline du systeme TMAO-reductase des bacteries susmentionnees, ou de fragments 
de ces genes, et done de la presence de telles bacteries dans l'echantillon biologique 6tudi6. 

Avantageusement, les methodes de detection selon l'invention, sont caracterisees en ce 
que 1'amplification du nombre de genes codant pour les proteines du systeme TMAO-reductase 
comprend les etapes suivantes : 

- la predenaturation de l'ADN double brin total de l'hote en ADN mono-brin, de 
preference dans un tampon consume de lOmM Tris-HCl pH 8,3, 50mM KC1, l,5mM MgCl 2 , 
0,01 % de gelatine, des 4 desoxynucleotides constitutifs des ADN (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) 
a une concentration de 100 uM chacun, et des couples d'amorces, tels que d6finis ci-dessus, par 
chauffage entre environ 90 °G et environ 100 °C, avantageusement a 94 °C, pendant environ 
1,5 minute, 

- 1'amplification proprement dite par addition au milieu obtenu a l'etape precedente 
d'ADN polymerase, par exemple la Taq polymerase, 

♦ chauffage a environ 94°C pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a 
l'etape de denaturation proprement dite, 

♦ puis chauffage entre environ 35 °C a environ 60 °C, et notamment a environ 45°C 
ou 55°C, pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a l'6tape d'hybridation des amorces 
avec les genes codant pour les prot6ines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ou des 
fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans l'echantillon biologique etudie, 

♦ et enfin, chauffage a 72 °C, pendant environ 45 secondes, ce qui correspond a 
l'etape d'elongation des amorces, hybridees a l'etape precedente, l'une vers l'autre, produisant 
ainsi des sequences nucleotidiques complementaires de fragments des genes codant pour les 
prot6ines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ces dernieres sequences etant delimitees 
par les nucleotides s'hybridant avec les amorces susmentionn6es, 

- la repetition de l'etape d' amplification precedente entre environ 15 et environ 35 fois, 
avantageusement environ 30 fois. 

L'invention conceme egalement les trousses ou kits pour la mise en oeuvre d'une 
methode de detection susmentionnee, caracterises en ce qu'ils comprennent : 

- une ou plusieurs sequences nucleotidiques ou amorces telles que d6finies ci-dessus, 

- une ADN polymerase, 
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KCU 5mM MgCl„ 0,0, % de Ratine, dea 4 deaoxynudeoddea mmitali& ^ ^ 
• "OTP, dTTP) a u„e concemralion de 100 uM ohacun. 
Invention cooceme ega>emen, ,ou«e sequence nucleoddique comprenan, : 
5 - la sequence representee sur la figure 2 dn t™.A j 

. aof . p , ngUTe 2 du 8 * ne torA ^ Pour la proline TorA de la 

bactene marine Shewanella C, 

- ou toute sequence derivee de .a sequence suamendonnee par d6generescence du code 
genettque, et cndan, pour la proteine TorA de C, dou, ,a ae^uence pepddique es, 

representee sur la figure 6, 4 csl 

10 sub *T ^ ^ 18 S4,UOTM nUC,60tidi<1Ue — — * — — « 

J 0 " additi ° n ^ ° U ^ ™^ -*vee 

ayau, de preference uue homologie d-envta, 35 % » 100 * avec ,a sequence uuCeoudique 

susmennonnee representee sur la figure 2, 

- ou ,ou, fragment de ,a siquence nucleoddique suamendonnee, ou d-une sequence 

aenvee de cette derntere t e l1« a&g~:~ . 

n C Ci " UCiiSUS . fragment etant de preference constitue 

a au moms environ 15 nucleotides. 

^invention a egalemen, pour obje, toute sequence pepddique oodee par 1. sequence 
nucleoridrque auamentioonee representee eur la figure 2, et comprenan, ■ 

- ou une sequence derive, de la sequence pepddique suamendonnee, nofcmmen, par 
subantuuon, suppression ou addidon d'un ou pmsieu* acidea aminea, ladite sequence derivee 
ayan. de preference une homologie d'envfron 35 % » ,00 % ,vec 1. sequence pepddique 
susmentionnee representee sur la figure 6, 

- ou un fragmen, de la sequence pepddique suamendonnee, ou d'une sequence derivee de 
cette dermere telle que definie ci-deaaua, ledit fragmen, itan. de preference consmne d'au 
moins environ 5 acides amines. 

Invention concerne egalemen, toute sequence nucleoddique comprenan, • 

•■a^ceparfieUerepres^eosuriafigureJdugeuecndan.pourlapro.eineTorAde 
la bactene marine Photobacterium phosphoreum, 

- ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
genetique, et codant pour le fiagment de la proteine TorA de PHotobacterium phospHoreum 
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dont la sequence pepTOique est representee sur la figure 7, 

- ou toute sequence derivee de la sequence nucleotidique susmentionn6e, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 

5 susmentionnee representee sur la figure 3, 

- ou tout fragment de la sequence nucl6otidique susmentionnee, ou d'une sequence 
deriv6e de cette derniere telle que d6finie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 15 nucleotides. 

L'invention conceme egalement toute sequence peptidique codee par la sequence 
1 0 nucleotidique susmentionn6e representee sur le figure 3, et comprenant : 

- la sequence partielle en acides amines representee sur la figure 7 de la proteine TorA de 
Photobacterium phosphoreum, 

- ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 

15 ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 
susmentionnee representee sur la figure 7, 

- ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence derivee de 
cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitu6 d'au- 
moins environ 5 acides amines. 

20 L'invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique comprenant : 

- la sequence partielle representee sur la figure 5 du gene codant pour la proteine TorA de 
la bacterie marine Salmonella typhimurium, 

- ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
g6netique, et codant pour la proteine TorA de Salmonella typhimurium dont la sequence 

25 peptidique est repr6sent6e sur la figure 8, 

- ou toute sequence derivee de la sequence nucleotidique susmentionnde, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite s6quence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representde sur la figure 5, 

30 - ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une sequence 

derivee de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 15 nucleotides. 
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L'tav^c concen-c ega.en** toute s6quence e 

rr r~ ou d,un ° u — 

de p referenM „ homologie J5 % 4 ^ % 

^entionnre representee sur la figures, Papnmque 

.0 can. ^ telle „ue deflnie ei-desaus, « ^ ^ de 
moms environ 5 acides amines. 

L'invention sera davantage illustree a l'auf- h. i, j 
1VAh*«« , a descn P ta <» detaiU6e qui suit de 

1 obtentiond'amorcesde l'invention, etdeleurntilico*,- , . 

de h^- , „■ utilisation pour la mise en oeuvre d'un precede 

de detection selon l'invention. fm**uo 

15 Description des figures 

- la figure 1 represente 1'alignement des sequences nucleotides des genes torA de 
Shewanella massilia (torA/S.m.), de Shewanella c (torA/S c ) et de ^ „ 7 
(torA/S.p.). uor/va.c.;, et de Shewanella putrefaciens 

20 ™ AO ' a ,f 8Ure 2 rePrtSOTK h - nUC ' foddi ^ ~*»* * — «orA codan, pou, >a 

20 TMAO reductase de Shewanella c. 

TMAO^T 3 / e r ente 13 S<qUenCe P3rtielle dU +* t0rA «— Pour la 

TMAO reductase de Photobacterium phosphoreum. 

- la figure 4 repr.sente 1'alignement des sequences nucleptidiques des genes torA de 
Shewanella massilia (torA/S.m.), de E. coli (torA/E c) de Rho doha , , , 

(TorA/R.,), et JttadW«r ca^W (TorA/R c W t u " " 

PSWatUS ( Tor A^.c). Les fleches indiquent la position des 
^rentes amorces sur le gene tor A de la bacterie Shewanella massilia, elaborees a partir des 
egions conserves. Plus particulierement, les positions des differentes amorces « DDN » et 
« BN » sur le gene torA de S. massilia sont les suivantes : 
DDN1+ : 620 

BN1+ : 1628 

30 DDN5+.-1428 Bm+ . ^ 

DDN2 " :1684 BN6 + :1657 
DDN3 - :2201 BN2-:2403 
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DDN4-:232^ BN4- : 2023 

DDN5- : 1450 BN5- : 946 

- la figure 5 represente la sequence nucleotidique partielle du g6ne torA codant pour la 
TMAO reductase de Salmonella typhimurium. 

- la figure 6 represente la sequence peptidique complete de la TMAO reductase de 
Shewanella c. 

- la figure 7 represente l'alignement des sequences peptidiques du fragment de la proteine 
TorA de Photobacterium phosphoreum (TorA/P.p.), deduit du fragment d'ADN amplifie chez 
p phosphoreum a l'aide des amorces moleculaires DDN 1 +/DDN5-, avec les regions proteiques 
correspondantes des proteines TorA de Shewanella massilia (TorA/S.m.), de E. coli 
(TorA/Ex.), et de Rhodobacter sphaeroides (DorA/R.s.). 

- la figure 8 represente l'alignement des sequences peptidiques du fragment de la proteine 
TorA de Salmonella typhimurium (TorA/S.t), d6duit du fragment d'ADN amplifte chez S. 
typhimurium k l'aide des amorces moleculaires DDN1+/DDN5-, avec les regions proteiques 
correspondantes de la proteine TorA de E. coli (TorA/E. a), de la proteine DorA de 
Rhodobacter sphaeroides (DorA/R.s.), et de la proline TorA de Shewanella massilia 
(TorA/S.m.)- 

- la figure 9 repr6sente l'alignement de sequences nucleiques d'une r6gion tres conservee 
du gene qui code pour la TMAO reductase des bacteries du genre Shewanella et de E. coli, 
utilisee pour r elaboration d'une des amorces moleculaires « DDN » selon 1'invention. 

(a) Position approximative et orientation des diff&rentes amorces DDN sur le gene torA 
codant pour la TMAO reductase de differentes bacteries du genre Shewanella et de E. coli, 

(b) Exemple de strategic d' Elaboration d'une des amorces,. DDN (DDN1+); la zone 
encadr6e correspond a une region nucleique tres conservee du g&ie qui code pour la TMAO 
reductase des bacteries du genre Shewanella [Shewanella massilia {torA/S. massilia), 
Shewanella putrefaciens {torA/S. putrefaciens), Shewanella c {torA/S. c)] et de E. coli. 

- la figure 10 represente l'electrophorese sur gel d'agarose des produits de la PCR lorsque 
1' amplification est realisee a partir de 1'ADN chromosomique de Shewanella massilia (pistes 1, 
2, 3 et 4), de Shewanella c (pistes 5, 6, 7 et 8) et de Shewanella putrefaciens MR-1 (pistes 9, 
10, 11 et 12) en utilisant les amorces moldculaires DDN1+/DDN5- (pistes 1, 5 et 9 ; taille 
attendue : 820 pb), DDN5-+7DDN2- (pistes 2, 6 et 10 ; taille attendue : 234 pb), DDN5+/DDN3- 
(pistes 3, 7 et 1 1 ; taille attendue : 740 pb), DDN5+/DDN4- (pistes 4, 8 et 12 ; taille attendue : 



19 



15 



WO 01/20030 

PCT/FR00/02578 . . 

866 pb). Pistes M : Marqueurs de taille. 

-la figure . , reprfaente l^lectrophortse aur gel Agarose dea produita de ,a PCR loraque 
.amplication est realisee a partir de I'ADN chnanosomique de Photobaaerium _ 
en uultaan, lea couples d'axnorcea DDN1+/DDN5- (piale , ; WUe attendue: 820 
5 WWm (piale 2 ; «„e attendue : 234 pb), DDN5+/DDN3- (pia«e 3 ; laiUe attend! 
740 pb, e, DDN5+/DDN4- (plate 4 : teifie auendue : 866 pb). Pistes M : marqueurs de ,ai..e 

- la figure 12 reprfsente 1'electrophorese aur gel d'agaroae dea produita de ,a PCR loraque 
1 amplification eat rfaliseo 4 panir d. I'ADN ctaomoaomique de S. nazMa (pialea 1 4 7 e. 
10), de E. co* (piatea 2, 5, 8 e. „, „ de S. 9fMmrtm ^ 3 , 6 „ 9) ^ 
couplea d amorces moleculafrea DDN1+/DDN5- (pistes 1 4 3 ; taiUe attendue : 820 pb) 
DDN5+/DDN2- (piatea 4 a 6 ; tai„e attendue : 234 pb), DDN5+/DDN3- (pia.es 7 a 9 • le 
adendue : 740 pb), DDN5+/DDN4- (piatea „„„; WUe attendue : 86fi ^ . 
Marqueurs de taille. 

- la figure 13 reprfsente 1'alignemen, de sequences nucleiquea d'une region tr4s 
conaervee du gene qui code pour ,a TMAO reduce dea bacteriea du genre SHe.aneUa, 
yotacer e, de E. coU, utflisee pour .'elaboration d'une dea amorces moleeulairea « BN >, 
selon T invention. 

(a) Poaidon approximative et orientation dea difBrentea amoreea BN am le gene ,orA 
cooant pom !a TMAO reduetaae de diiTerentes bacteriea du genre SHevaneUa, R^^er e, 
is. coli, 

(b) Exemple de afr*4gie d'elabomfion d'une dea amorces BN (BN3 + ); la zone encadree 
correspond 4 nne region nuc.eique trea conaervee du gene qui code pom la TMAO reduce 
dea bacteriea »-* (torA/s , ^ ^ R „ e 

^^sptoeroiJesXetdtXhodoctoctercapsuh^V^Jl capsular). 

- la figure 14 reprtsente 1'alignemen. de aequences proteiques du cytochrome Tori: de S 
— CToKVS.m,, de E. coU M .e.) e, du cytochrome OorC de A ^ roides 
0>orCyR.a.). Lea flichea indiquen, la poaidon dea diffitentea amorces am ,e g4ne ,orC de la 
baeterie SHe.aneOa ma s Mi a, elaboreos 4 parnr dea *gi ons conaervee A UM „. „ 
couple BC.4/BC2- conduit 4 1'anap.ifie.bon du fragment d'une teifie de 197 bp du g 4»e eodan, 
pom la proteine TorC chez * nassUia, ce fragment eodan, pom !e polypeptide de 66 acidea 
anunes deumitepar lea acidea aminee staes aux posifiona 1 14 et 179 de !a sequence peptidique 
de TorC de S. massilia. Le eoupie BC1+/BC3- conduit 4 [-amplification du fragment d'une 
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taille de 719 bp du^me codant pour la proteine TorC chez S. massilia, ce fragment codant pour 
le polypeptide de 240 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 114 et 
353 de la sequence peptidique de TorC de S. massilia. Le couple BC2+/BC3- conduit a 
1* amplification du fragment d'une taille de 542 bp du gene codant pour la proteine TorC chez S. 
5 massilia, ce fragment codant pour le polypeptide de 181 acides amines delimite par les acides 
amines situes aux positions 173 et 353 de la sequence peptidique de TorC de S. massilia. 

- la figure 15 represente 1' electrophone sur gel d' agarose (2%) des produits de la PCR 
lorsque I'amplification est realisee a partir de 1'ADN chromosomique de E. coli (piste 1), de S. 
typhimurium (piste 2), de P. phosphoreum (piste 3), de S. massilia (piste 4), de R. sphaeroides 

10 (piste 5), ou d'Erwinia chrysanthemi (piste 6) en utilisant les amorces moleculaires BC1+ et 
BC2-. La taille du fragment d'ADN attendue (177 paires de bases) est indiquee par une fleche. 
Pistes M : Marqueurs de taille. 

- la figure 16 represente Tinfluence de l'ADN chromosomique de poisson sur la 
specificite des amorces moteculaires selon l'invention. L'amplification PCR est realis6e a Faide 

1 5 des amorces moleculaires DDN1+ et DDN5- en presence de 2,5 jig (Pistes 1 et 4), 5 |Ag (Pistes 
2 et 5), ou 10 (ig (Pistes 3 et 6) d'ADN chromosomique purifie de Hareng. Les pistes 4, 5 et 6 
correspondent aux essais realises en ajoutant 2,5 ^1 de suspension cellulaire de Shewanella 
, massilia au m61ange reactionnel. Pistes M : marqueurs de taille. 

- la figure 17 represente l'electrophorfcse en gel d' agarose (2%) des produits de la PCR 
20 lorsque 1' amplification est realis6e k partir d'ADN total extrait k partir de chairs de poissons en 

decomposition (cabillaud : piste 1 & 3 ; sole : piste 4 k 6 ; dorade : piste 7 a 9 et rouget de 
roche : piste 10 a 12) a 1'aide des amorces BN6+/BN4- (pistes 1, 4, 7 et 10, taille attendue : 364 
pb), amorces BN6+/BN2- (pistes 2, 5, 8 et 11, taille attendue: 711 pb), amorces 
DDN1+/DDN5- (pistes 3, 6, 9 et 12, taille attendue : 820 pb). Pistes M : standard de taille 

25 (echelle 1 Kb de BRL). 

- la figure 18 represente 1'electrophorese sur gel d'agarose (2%) des produits de la PCR 
lorsque Tamplification est realisee a l'aide des amorces moleculaires BC1+/BC2- sur deux 
preparations differentes d'ADN total d'un rouget de roche en voie de putrefaction (piste 1 et 2). 
La fteche indique le fragment d'ADN amplify de 177 paires de bases. 

30 - la figure 19 represente Talignement des sequences nucleotidiques des genes tor A de 

Photobacterium phosphoreum (torA/P.p.), de Shewanella putrefaciens (torA/S.p.), de 
Shewanella massilia (torA/S.m.), de Shewanella c (torA/S.c), et de Salmonella typhimurium 
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A) METHODES D'ETUDES 

Elaboration d'amorces specifies a partir du gene codant pour Penzyme TMAO 
reductase : sondes mol6culaires « DDN », « BN » et « BC ». 

La premiere etape de 1'etude ci-dessous porte sur 1'elaboration d'amorces (ou sondes) 
moleculaires utilisables pour une reaction PGR, et sur 1'etude de leur specificite pour 
differentes bacteries impliquees dans Alteration des chairs de poisson. La deuxieme etape 
porte sur Application de la technique PCR sur des chairs de poisson. 

I) Elaboration et validation d'amorces moleculaires servant a la reaction PCR. 

Le choix des amorces nucleotides est unectape critique pour la Hussite d'un test PCR 
Ces amorces doivent etre elaborees a partir de regions hautement conservees du gene qui code 
pour la TMAO reductase chez 1'ensemble des bacteries responses de la degradation des 
chairs de poissons. Plusieurs strategies ont eie utiiisees pour eiaborer ces amorces. 



(1) Amorces moleculaires elaborees a partir de regions du gene tor A conservees chez 
les bact6ries du genre Shewanella et chez E. coli : amorces « DDN ». 

L'elaboration d'amorces tres peu degenerees a partir de regions proteiques conservees est 
20 tres difficile en raison de la degenerescence du code gen6tique. 

Les amorces moleculaires, appelees « DDN », ont et6 d6finies a partir de l'alignement de 
sequences nucl6iques du gene torA des differentes bacteries du genre Shewanella et d'S. coli 
(Figure 9): En effet, plusieurs regions d'ADN du gene torA chez.ces bacteries P r6sentent un 
degre d'identite de sequence eleve avec tres peu de mesappariements! 

Les amorces moleculaires DDN sont les amorces moleculaires DDN1+, DDN2-, DDN3-, 
DDN4-, DDN5- et DDN5+ telles que d6finies ci-dessus. 

Pour 1'ensemble des reactions PCR, la temperature d'appariement est portee a 55«C afin 
de rendre 1' amplification plus specifique et done de limiter l'apparition de bandes d'ADN 
contaminantes. Ceci est rendu possible par la faible degenerescence des amorces nouvellement 
synthetisees. L'amplification PCR met en jeu 30 cycles de reactions successives. Chaque cycle 
comprend une 6tape de denaturation a 94°C pendant 30 s, une etape d'hybridation a 45°C 
pendant 30 s et une etape d'elongation a 72°C pendant 45 s. 



22 



WO 01/20030 PCT/FR00/02578 

a) Utilisation des amorces moleculaires DDN pour la detection du systfcme TMAO 
reductase des bacteries du genre Shewanella. 

La premiere serie d'exp6riences, utilisant les couples d'amorces DDN1+/DDN5-, 
DDN5+/DDN2-, DDN5+/DDN3-, DDN5+/DDN4-, a et6 realis6e sur l'ADN chromosomique 
de la souche Shewanella massilia (S. massilia). Les couples d'amorces DDN1+/DDN2-, 
DDN1+/DDN3- et DDN1+/DDN4- ont volontairement ete 6cart6s du fait de l'eioignement de 
leurs positions sur le gene tor A. 

Les resultats, regroupes dans la figure 10 (pistes 1 a 4), r6velent pour la majorite des 
couples d'amorces moleculaires utilises, 1* amplification d'un fragment unique d'ADN 
specifique a la taille attendue. Bien que pour le couple d'amorces DDN5+/DDN2- (piste 2), un 
fragment d'ADN non specifique, supplementaire d'environ 300 paires de base, soit amplifie, 
les amorces moleculaires DDN se revfclent etre specifiques du systdme TMAO reductase de S. 
massilia. 

Les couples d'amorces DDN ont ensuite 6te testes sur d'autres bacteries appartenant au 
genre Shewanella. La meme serie d'experiences a 6te r6alisee en utilisant comme matrice 
l'ADN chromosomique de la souche Shewanella c et S. putrefaciens MR-1. L'ensemble des 
couples d'amorces permet d' amplifier un fragment d'ADN specifique k la taille attendue pour 
ces deux bacteries (figure 10). 

Les diffSrents couples d'amorces DDN permettent done de d6tecter l'ensemble des 
bacteries Shewanella testees. 

b) Utilisation des amorces moleculaires DDN pour la detection du gbne codant pour 
la TMAO reductase chez la bacterie marine Photobacterium phosphoreum, et pour la mise 
en oeuvre du sequen?age dudit g£ne. 

Photobacterium phosphoreum (P. phosphoreum) est une bacterie qui comme S. 
putrefaciens est dans un certain nombre de cas rendue responsable de l'alteration des chairs de 
poissons marins (12, 21). Elle appartient a la famille des Vibrionaceae, et possfcde une 
temperature optimale de croissance de 15°C. C'est une bacterie trfcs peu etudi6e, dont le 
systeme TMAO reductase putatif est absolument inconnu k ce jour. 

A fin de verifier la spteificite des amorces moleculaires selon Tinvention sur des bacteries 
distinctes du groupe des Shewanella, et susceptibles de contaminer les chairs de poissons, une 
souche P. phosphoreum de collection a ete obtenue par l'ATCC (American Type Culture 
Collection n° 11040) . Les premiers essais de croissance realises sur cette bacterie sur milieu 
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mann (Difco) a 15»C on, momre ,„e ,'ajout de TMAO au miheu de culture amelior. d. fa 5 o„ 
stgntftcafve sa vitesse de Usance. La densite optique (D Oet0 ) obtenue aprea 2 4 heures de 
crotssance es, de 0,28 pour la souche cultivee en absence de ^ e( de ^ ^ 
cu.nvee en presence de TMAO. Ce resuhat es, en accord avec la presence d'one TMAO 

TT *" U - «•«■— genique a M reahsee a part, de 

ADN chromosomiqu. de cede baftftie (prepare 4 par* de 10 ml de cuhure e„ milieu mann, 
en utihsant l'enaemble des couples d'amorces moleculaires DDN. 

Lea results, prts en.es dana ,a figure monuen, cue .ea amorces DDN pennenen, 
dans tous ,es oas .'amplification d'u, fag nren, d'ADN spfcifique. Lea differ .aiUes de 
foments d'ADN son. en accord avec ceUea obtenues pour 1'an.p.ificadon rfaUsee sur .e 
chromoaome des bactfties du genre Shewanetta. 

Afin de cnnfinner ,„e 1« fragment d'ADN ampfifie chez P. pHospkoreun, correspond 
men a une partie du gene codan, pour ta TMAO reductase de P. pHospHore^n, le sequence 
dud* fragment a fte t*a.ise. Amsi, .e sewage d'envhun 600 nnc.eotidea du fragment 

n™ „■ n,olecula,res DDN1+/DDN5- a ft* rfalise. Le produit 

PCR duectemen, purine par Geneclean (Bio.0.) a fte sequence par la technique de temunaison 
des chatnea (22) e„ ufihsan, 1W nro.fcu.aire DDN1+. La sequence p rot ft qne dftfcn.. de 
cette sequence nuCeique a fte augnee avec ce..es de diverses TMAO rft.uc.ases (figure 7, 
CCe sequence proteique prfcent. environ 60 % d'id^e avec une region de la TMAO 
reductase de 5. nuvsiHa. Us homologies observes son. suffisammen, elevees pour condure 
que .e fragment d'ADN sequence correspond bien a une parte du gene qui code pour la TMAO 
reductase de P. phosphoreum. 

Ces resuftats matent m 4vidaKe , a prfsence d)im ^ ^ ^ ^ 

bactene phospHoreun,, « validen. U mfthode de dftecdon selon .'invention par le tea PGR, 
pmsque ce dernier penne, de de.ec.er le ayalftne TMAO-rft.uc.ase chez dea bactenes 
d'alteranon relativement ftoignees du point de vue phylogenehque. 

e) Ufflisaao. dea amorces molec-.aires DDN pour la detection de genes codant pour 
la TMAO reductase d'enterobacteries, e, pour 1, mise en oeuvre du sequence desdits 
g&nes. 

Afin de verifier que le test PGR est valide pour la detection d>ent6robacteries telle que E 
coli ou certaines bacteries pathogeny conune Salmonella typHimuriun, la meme experience 
PGR que celle decrite ci-dessus a 6te realisee, avec comme ADN matrice de l'ADN 
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chromosomique de K coli et de S. typhimurium. 

Chez S. typhimurium, la region promotrice du systeme TMAO reductase a pu etre mise en 
evidence par une approche PCR (23). 

Les resultats obtenus sont regroup6s dans la figure 12. Les quatre couples d'amorces 
5 moleculaires DDN1+/DDN5-, DDN5+/DDN2-, DDN5+/DDN3r et DDN5+/DDN4- permettent 
1' amplification d'un fragment d'ADN specifique chez E. coli (piste 2, 6, 10 et 16). Dans le cas 
de 5. typhimurium, le couple d'amorces DDN1+/DDN5- permet egalement 1' amplification d'un 
fragment d'ADN, de 820 paires de bases, compatible avec un fragment specifique du systeme 
TMAO reductase (piste 3). 
10 Afin de confirmer que le fragment d'ADN amplifi6 chez S. typhimurium correspond bien 

a une partie du gene codant pour la TMAO reductase de S. typhimurium, le sequen9age dudit 
fragment a ete realise. La sequence prot6ique, deduite k partir d'une partie de ce fragment 
d'ADN (477 nucleotides), possdde d'importantes homologies avec la sequence proteique de 
diverses TMAO reductases (figure 8). Elle presente en outre plus de 88 % d*identit6 avec la 
15 sequence de la TMAO reductase d J E. coli et 45 % avec celle de Tenzyme chez 5. massilia. Le 
fragment d'ADN amplifte k l'aide des amorces DDN1+/DDN5- correspond done 
vraisemblablement a une partie du gene qui code pour la TMAO reductase de S. typhimurium. 
d) Conclusion 

Ainsi que cela a et6 prScedemment decrit, le couple d'amorces DDN1+/DDN5- permet de 
20 detecter le gene tor A des bact&ies marines (Shewanella et P. phosphoreum), mais Egalement 
des enterobacteries (E. coli et S. typhimurium). 

Les memes tests PCR ont et6 realises sur des bact6ries isolees au niveau des eaux 
saumatres (Rhodobacter) qui peuvent eventuellement etre retrouve^s au niveau des chairs de 
poissons. Afin de realiser ces tests, des 6chantillons d'ADN chromosomique de la bacterie R. 
25 sphaeroides ont ete utilises conurie ADN matrice. 

La bact6rie R. sphaeroides possfcde un systeme DMSO/TMAO reductase proche de celui 
decrit chez E. coli (9, 10). Bien que T enzyme terminate de cette bact6rie puisse r6duire 
indifferemment le TMAO et le DMSO, elle poss6de de nombreuses homologies de sequences 
proteiques avec la TMAO reductase d'2?. coli ou S. massilia (respectivement 47,5% et 45% 
30 d'identite). 

Cependant, les tests PCR realises avec les sondes moleculaires DDN n'ont pas permis 
d'amplifier im fragment d'ADN correspondant au gene de la TMAO reductase de cette bact&ie. 
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(2) Amorces moleculaires elaborees a partir de regions du gene torA conserves chez 
1'ensemble des bacteries etudi£es : amorces « BN ». 

Afin d'elargir encore le spectre de detection des amorces moleculaires du test PCR, la 
sequence nucleique du gene de la TMAO/DMSO r6ductase des bacteries du genre Rhodobacter 
(R. sphaeroides et R. capsulatus) a ete integree a l'alignement realise a partir des sequences du 
gene torA des bacteries du genre Shewanella et d'E. coli. 

Une nouvelle serie d'amorces, denommees « BN », a ainsi ete elaboree (Figure 13). 

Pour rensemble des experiences, l'amplification PCR est realisee avec une temperature 
d'hybridation de 55°C. A cette temperature, une petite partie seulement des amorces presentes 
dans le m61ange va pouvoir s'hybrider de maniere specifique a 1'ADN matrice. Pour cette 
raison, une quantite plus importante d'amorces moleculaires est ajoutee au m61ange reactionnel 
(environ 100 pmoles dans 50 ul final). 

Les amorces BN obtenues sont les amorces BN1+, BN2-, BN3+, BN4-, BN5-, BN6+ 
telles que definies ci-dessus. 

, — PxwSwUte .Ca lcaU iiais ootcnus quant a l appiication des amorces 

moleculaires BN sur l'ADN de differentes bacteries. 

L'amplification est rdalisee a partir de 5 ng d'ADN chromosomique bacterien. La 
reaction PCR met eh jeu 30 cycles de reactions successives. 

+ : Un fragment d'ADN specifique a la taille attendue est amplifie 

- : Aucune amplification 

Tableau 1 



Bacteries 


Amorces 
BN1+/BN2- 


Amorces 
BN1+/BN4- 


Amorces 
BN3+/BN5- 


Amorces. 
BN6+/BN4- 


Amorces 
BN6+/BN2- 


S. massilia 




+ 




+ 


+ 


Shewanella c 




+ 




+ 


+ 


S. putrefaciens 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


P. phosphoreum 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


E. coli 


+ 




+ 


+ 


+ 


S. typhimurium 






+ 


+ 


+ 


R. sphaeroides 








+ 


+ 
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Deux couples d' amorces : BN6+/BN2- et BN6+/BN4-, permettent d' amplifier un 
fragment d'ADN specifique chez 1' ensemble des bacteries testdes, et notamment chez R. 
sphaeroides. 

Les amorces BN se revelent done parfaitement appropriees pour la detection des bacteries 
qui possedent un systeme TMAO reductase, et qui sont susceptibles de contaminer les chairs de 
poissons. 

D'autre part, Tutilisation lors de la PCR d'une temperature d'hybridation elevee (55°C), 
et d'une quantite plus importanted* amorces moleculaires degenerees, a permis d'ameliorer de 
fa9on significative la specificite de F amplification. 

(3) Amorces moleculaires eiaborSes k partir du gfcne codant pour le cytochrome 
TorC du systeme TMAO reductase : amorces « BC ». 

L'etude du systeme TMAO reductase chez differentes bacteries a permis de montrer que 
la chaine de transfert d' electrons jusqu'a V enzyme terminate TorA fait intervenir dans tous les 
cas un cytochrome pentahemique de type c, le cytochrome TorC (ou DorC) (6, 9, 1 0, 19). 

Afin de mettre en evidence le systeme TMAO reductase chez les bacteries d'alteration, 
des amorces nucleiques dirigees contre le gdne codant pour ce cytochrome ont 6te elaborees. 

Le multi-alignement de sequences proteiques, presente dans la figure 14, fait apparaitre 
de nombreuses regions proteiques conserv6es entre les cytochromes du systeme TMAO 
reductase de differentes bacteries : S. massilia, E. coli, R. sphaeroides. Certaines de ces regions 
conserves correspondent aux sites de fixation des hemes de type c (motif CxxCH) et sont done 
retrouvees dans un grand nombre de cytochromes t&rahemiques de classe NapC/NirT 
impliqu6s dans d'autres systemes respiratoires (24). Le cytochrome TorC possfede n6anmoins la 
particularity de contenir un domaine carboxy-terminal additionnel qui fixe un cinquieme heme 
(6, 19). 

Les amorces moleculaires BC sont les amorces BC1+, BC2+, BC2- et BC3- telles que 
definies ci-dessus. Pour ^laborer lesdites amorces, les regions proteiques conservees ont ete 
recherchees parmi 1* ensemble des cytochromes de classe NapC/NirT (sondes BC2+ et BC2-), 
mais aussi uniquement parmi les cytochromes TorC (sondes BC1+ et BC3-). La position et 
T orientation des quatre amorces moleculaires deg6n6r6es BC sont indiquees dans la figure 14. 

Les amorces moleculaires BC sont capables de s'hybrider au g&ne codant pour le 
cytochrome TorC du systeme TMAO reductase. 
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La reaction PCR est realisee dan. ta mtaes conditio™ que celles utilisees avec les 
amorce, molfculates BN. EUe me. en jeu 30 cycles de ration snccossive, Chaque cycle es, 
consume d'une etape de demuuration a 94°C pendant 30 a, d'une etape d'hybridation » 55'C 
pendant 30 s et d'une 6tape d'elongation pendant 45 s. 

Environ 100 pmoles de chaque amorces moleculaires aon, ajouteea au melange 
reactionnel (volume final 50 pi). Panni ,es trois co„p,ea d'amorces moleculaires tea.es 
(BC1+/BC2-, BCI+/BC3- e. BC2+/BC3-), ,e couple BC1+/BC2- a pennis d'amplifier un 
fiagmer, d'ADN a !a taiUe attendue (177 pa.es de bases) pour Penaemble des baches 

precedemment testees (figure 15 • niste* i a <\ > ^ 

K S re i 3 , pistes 1 a 5). Ce resultat nous permet d'envisager 

l'utihsation du couple d'amorces moleculaires BC1+/BC2- pour le test PCR. 

En parallels la meme experience PCR a ete realisee avec le ' couple d'amorces 
BC1+/BC2- a partir du chromosome de la bacterie Ermnia ah^santhemi, enterobacterie 
phytopathogene qui serait depourvue d'un systeme 1MAO reductase (4). Dans ce cas aucun 
fragment d'ADN d'une taille compatible avec celle attendue pour une amplification a partir du 
15 g6ne torCn'cst observe (figure 15, piste 6). 

Le couple d'amorces BC1+/BC2- semble done reconnanre specifiquement le cytocbome 
TorC du systeme TMAO reductase. 
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(4) Application de la technique de la PCR aux ceUules entieres 

Pour la realisation d'un test PCR destin* a etre utilise directement a partir d'echantillons 
de poissons, il est important de s'affranchir de 1'etape de preparation de 1'ADN chromosomique 
des bacteries. Pour cette raison, les experiences de PCR utilisant les couples d'amorces DDN 
BN et BC ont ete reproduces a partir de bacteries entieres de massilia. Les colonies 
bactenennes isolees sur boite sont remises en suspension dans 200 ul d'eau distillee sterile 
(DO** comprise entre 0,1 et 0,5). La reaction PCR est alors realisee dans les conditions 
precedemment decrites avec pour matrice 2,5 ul de la suspension cellulaire (dans 50 ul de 
volume final). Pour 1'ensemble des reactions PCR realisees (avec les amorces DDN BN et 
BC), le nSsultat obtenu est equivalent a celui observe avec de 1'ADN chromosomique purine 
Les bacteries sont done bien lysees au cours de la premiere etape de la PCR qui correspond a 
une incubation a 94°C des echantillons pendant 1,5 min. Ce r6sultat positif permet d'envisager 
une utilisation du test PCR directement a partir des chairs de poissons. 
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II) Application du test PCR-TMAO aux chairs de poissons 

Apres avoir verifie la specificity des amorces moleculaires selon l'invention sur des 
bacteries responsables de Alteration des produits de la mer, l'etape suivante consiste done dans 
Tapplication directe du test PCR k des chairs de poissons. 
5 Les quatre couples d'amorces DDN1+/DDN5-, BN6+/BN4-, BN6+/BN2- et BC1+/BC2- 

ont ete choisis pour realiser ces tests car ils permettent 1'amplification d'un fragment d'ADN 
specifique pour la grande majorite des bacteries precedemment test6es. 

(1) Influence de FADN chromosomique du poisson lors de V amplification PCR du 
1 0 g&ne de la TMAO reductase des bacteries. 

Pour l'utilisation du test PCR sur des echantillons de chairs de poissons, il faut d'abord 
verifier que l'ADN chromosomique du poisson ne rentre pas en competition avec l'ADN 
bacterien, lors de Thybridation des amorces moleculaires. 

Afin de tester 1' influence de TADN chromosomique du poisson sur la sp6cificite des 
15 amorces moleculaires selon Tinvention, des concentrations variables d'ADN chromosomique 
purifie de sperme de hareng ont ete ajoutees au mdlange reactionnel de la PCR contenant ou 
non 2,5 nl de suspension cellulaire de la bacterie S. massilia. 

La figure 16 obtenue avec le couple d'amorces DDN1+/DDN5- montre qu'aucun 
fragment d'ADN n'est amplifie en absence de bact&ie ajout^e au m61ange reactionnel (piste 1 k 
20 3) et ceci, quelle que soit la concentration d'ADN chromosomique de poisson. Si on ajoute la 
bacterie S. massilia au melange reactionnel (pistes 4 k 6) un fragment d'ADN specifique est 
amplifie. Les memes resultats ont et6 obtenus pour les couples d'amorces BN6+/BN2-, 
BN6+/BN4- ou BC1+/BC2-, et permettent ainsi de cone lure que la presence d'ADN Stranger 

i j 

dans le m61ange reactionnel de la PCR n'interfere pas avec la sp6cificite des amorces 
25 moleculaires selon l'invention. 

Ces resultats importants permettent done d'exclure l'6ventualite d'une amplification non 
specifique qui serait due k V ADN chromosomique du poisson. 

(2) Extraction de I'ADN total des chairs de poissons et validation de la technique 

30 PCR. 

Traditionnellement, les tests de detection des micro-organismes, lors du controle 
microbiologique des aliments, necessitent une premiere etape de pre-enrichissement des 
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bacteries sur un milieu s61ectif. 

Dans la perspective d'un test rapide de qualite fraicheur, la technique de la PCR a ete 
appliquee directement a des echantillons de poisson. Differentes conditions d'extraction de 
l'ADN total des chairs de poissons en voie ^alteration (ADN bacterien + ADN du poisson) ont 
done ete testees. 

Dans un premier temps, une technique rapide d'extraction de l'ADN des cellules a ete 
testee en traitant les echantillons de poisson au NaOH/SDS (25). Cette technique permet la lyse 
cellulaire et done l'extraction de l'ADN chromosomique total. La preparation se fait a partir 
d'environ 25 mg de chairs preleves sur un poisson (rouget de roche) garde 12 heures a 
temperature ambiante. Apres 10 min d'incubation a 95°C, 5 ul du melange de chairs de poisson 
homog6neis6es sont utilises directement dans le melange reactionnel de la PCR. 

Toutefois, par cette technique rapide d'extraction de l'ADN total, l'ensemble des 
reactions PCR realisees avec les differentes amorces moleculaires n'a pas permis d'amplifier un 
fragment d'ADN speoifique. La presence de plusieurs substances inhibitrices de la PCR 
contenues dans les chairs de poissons pourrait expliquer ce result*. En effet, des composes 
presents en grande quantite dans certains produits alimentaires (graisses, prolines...) peuvent 
avoir une influence sur l'efficacite de la PCR (26). Afin de verifier cette hypothese, les memes 
tests PCR ont ete realises en rajoutant aux echantillons de chairs de poissons 5 ng d'ADN 
chromosomique de S. massilia. Toutefois, comme precedemment, aucun fragment d'ADN n'a 
ete amplifie par PCR, quelles que soient les amorces mol6culaires utilisees. 

Ces resultats permettent de conclure que la reaction PCR est inhibee par certains 
composes contenus dans les chairs de poissons. 

La technique de purification de l'ADN chromosomique total des chairs de poissons, 
utilis6e selon la presente invention, doit done permettre d'eliminer l'ensemble des composes 
inhibiteurs de la PCR. 

Un kit d'extraction rapide de l'ADN (environ 1 heure), basee sur la fixation des acides 
nucleiques a des billes de silice, a ainsi 6te teste (kit commercialis6 sous la denomination 
« High Pure PCR Template Preparation Kit » par Boehringer MannheiiWRoche). Apres fixation 
de l'ADN, cette technique permet en effet d'eliminer les sels, les proteines et d'autres 
impuretes cellulaires par une simple etape de lavage. 

L'extraction de l'ADN total (ADN bacterien + ADN de poisson) a ete realisee sur quatre 
especes de poisson differentes en voie de decomposition (gardes 12 h a temperature ambiante) : 
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2 especes de la mer M6diterranee (rouget de roche et dorade), et 2 especes de 1' Atlantique (sole 
et cabillaud). A partir d'environ 50 mg de chairs de ces poissons (pr£leves sous la peau), 1 a 4 
\ig d'ADN chromosomique total ont ainsi 6te purifies. Environ 25 ng de cet ADN sont alors 
ajoutes au melange reactionnel de la PCR (volume final 50 Pour l'ensemble des reactions 
5 PCR, la temperature d'hybridation est portee a 55°C, et 100 pmoles de chaque amorces 
moleculaires sont ajout6es au melange reactionnel. 

La figure 17 regroupe les resultats obtenus en utilisant les couples d' amorces 
DDN1+/DDN5-, BN6+/BN2- et BN6+/BN4-. Pour l'ensemble des especes de poissons testees, 
un fragment d'ADN unique est amplifie, et ceci avec chacun des couples d'amorces utilises. 
10 La taille du fragment d'ADN amplifid correspond a la taille attendue pour une 

amplification k partir du gene tor A. Ce resultat indique que les differents fragments d'ADN ont 
bien ete amplifies k partir du g&ie tor A des bacteries presentes sur les chairs de poisson. 

De meme, les tests realises sur deux autres especes de poissons en voie de putrefaction (7 
jours sous glace fondante), le maquereau (poisson gras) et le merlan, ont permis de mettre en 
1 5 evidence le gene torA des bacteries d'alteration. 

Ainsi, 1'utilisation des couples d'amorces moleculaires DDN1 +/DDN5-, BN6+/BN2- et 
BN6+/BN4- peut etre envisagee pour Tapplication du test PCR a des chairs de poissons. 

De plus, 1'utilisation d'un filtre de billes de silice est une methode adequate pour purifier 
l'ADN total contenu dans les chairs de poissons. Cette technique est tres rapide (environ une 
20 heure), et trds facile & mettre en oeuvre comparativement k une extraction 
isoamylalcool/chloroforme qui necessite plusieurs etapes pour eliminer les prot6ines contenues 
dans les chairs de poissons (28). 

L'amplification realis6e dans les mSmes conditions avec le couple d'amorces BC1+/BC2- 
a egalement donne des resultats encourageants sur l'ADN total de chairs d'un rouget de roche 
25 en voie de putrefaction (figure 18). En effet, malgre un bruit de fond important, 
l'electrophorese en gel d'agarose des produits de la PCR rSvele la presence du fragment de 177 
paires de bases. 

L'application de la technique k un suivi d'alteration de cabillaud a permis de montrer que 
la technique est en correlation directe avec la quality fraicheur des chairs de poisson au cours de 
30 leur conservation dans le temps. 

US) Conclusion 
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Les couples d'amorces moleculaires selon l'invention permettent done de detecter le gene 
torA chez les bacteries marines, mais egalement chez des bacteries relativement eloignees 
phylogenetiquement, a savoir les enterobacteries et les bacteries des eaux saumatres. 

L'application du test PCR aux chairs de poissons donne des resultats encourageants 
puisque les amorces moleculaires selon l'invention permettent de detecter le gene torA de 
bacteries presentes sur le poisson en voie de putrefaction. L'amplification PCR ne pouvant etre 
appliquee directement a des echantillons de chairs de poissons, une extraction de l'ADN total 
de ces chairs est au prealable necessaire. 

De plus, la technique est directement liee a la qualite fralcheur des chairs de poissons et 
est plus sensible que les techniques classiques comme l'ABVT. 

B) MATERIELS ET METHODES 

1) Isolement des souches bacteriennes, milieux et conditions de croissance 

Le poisson utilise pour I'isolement des souches bacteriennes Shewanella c et Shewanella 
massilia correspond a un rouget de roche (Mullus surmuletus) pech6 en mer Mediterranee au 
large de Marseille, et garde a temperature ambiante pendant 48 heures dans un tube sterile 
contenant de l'eau de mer. L'eau de mer a ete prealablement sterilisee a travers un filtre 
millipore (0,45 uM). 

Les souches Shewanella sont cultivees en anaerobiose ou en aerobiose a 30°C dans du 
miUeu LB (« Luria Broth » : extrait de levure 10 g/1, bacto-peptone 5g/l et NaCl 5gA). Les 
bacteries E. coli et Salmonella typhimurium sont cultivees a 37°C sur milieu LB. La souche 
Photobacterium phosphoreum a ete obtenue par l'ATCC (n°1104p) et ne pousse pas sur les 
milieux conventionnels tel que le milieu LB. Elle est cultivee a 15°C sur miUeu marin (marine 
broth ; Difco). 

2) Techniques de PCR 
a) PCR standards 

Les amplifications PCR standards sont r6alisees dans les conditions decrites dans la 
reference (6). Le melange reactionnel (50 ul) contient 10 ng d'ADN chromosomique, 0,2 ug de 
chacune des sondes oligonucleotidiques, 100 uM de chacun des quatre desoxyribonucldotides 
triphosphates (dXTPs), 10 mM de Tris/HCl (pH 8,3), 1,5 mM de MgCl 2) 50 mM de KC1, 0,01 
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% de gelatine et une unite d'ADN polymerase (Taq polymerase, Boehringer Mannheim/Roche). 
Le melange reactionnel est finalement recouvert par 50 nl d'huile minSrale afin d'empecher 
F evaporation durant le processus de la PCR. 

^amplification, realisee dans un appareil thermocycleur (MJ Research), met en jeu 30 
cycles de reactions, un cycle comprenant une &ape de denaturation a 94° C pendant 30 
secondes, une 6tape d ! hybridation a 55°C pendant 30 secondes et une 6tape d f 61ongation & 72 °C 
pendant environ 45 secondes (Ikb/min). L'ADN est prealablement denature durant 1,5 min a 
94°C avant d'entamer le premier cycle. 10 [il de chacun des produits d'amplification sont 
ensuite analyses par electrophorese sur un gel d'agarose. 



b) Conditions PCR avec les amorces moleculaires deg6n6rees selon l'invention 

Les amorces moleculaires selon l'invention, notamment les amorces denommees 
« DDN », « BN » ou « BC », sont telles que d6finies ci-dessus. 

Le melange reactionnel (50 contient soit 10 ng d'ADN chromosomique de la 
bacterie, soit 5 \il de suspension cellulaire (DO 600 = 0,5-1) soit 25 ng d'ADN total extrait a 
partir de poisson, 100 nM de chacun des quatre desoxyribonucleotides triphosphates (dXTPs), 
0,8 jig de chacun des melanges d'amorces selon rinvention, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,5 mM 
MgCl 2 , 50 mM KC1, 0,01 % de gelatine et une unite de Taq-polym6rase. 

La reaction PCR met en jeu 30 cycles de reactions successives constitutes d'une 6tape de 
denaturation a 94° C pendant 30 secondes suivie d'une 6tape dliybridation a 55°C ou 45°C 
pendant 30 secondes, puis d'une 6tape d'61ongation k 72 °C pendant 45 secondes. L'ADN est 
prealablement d6nature durant 1,5 min k 94°C avant d'entamer le premier cycle. 

3) Preparation d'ADN chromosomique des bact£ries 

La preparation d'ADN chromosomique des bactdries est r6alis6e k partir de 10 ml de 
culture (DOgoo > 1). Apr6s centrifugation des cellules k 10 000 rpm pendant 10 min, le culot est 
resuspendu dans 1 ml d'EDTA 10 mM (pH 8). La lyse des cellules est obtenue par addition de 
SDS (0,5 % final). Cette solution est melang^e a un volume egal d'isoamylalcool/chloroforme 
(1:24). Apres centrifugation pendant 20 min a 7 000 rpm, la phase superieure est rdcup&ee. 
Cette operation est reproduite plusieurs fois afin d'61iminer la plus grande quantite de proteines 
residuelles. L'ADN est finalement precipite par ajout de NaCl (0,3 M final) et d'ethanol (2,2 
Vol). 
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4) Preparation de l'ADN chromosomique totale des chairs de poissons en voie de 
putrefaction pour la PCR 

a) Preparation rapide a 1'aide d'un kit base sur la fixation de l'ADN a des Miles de 
sillice (High pure PCR template Preparation Kit, Boehringer Mannheim/Roche) 

25 mg de chairs de poissons sont incubes 45 min a 55°C dans 200 ul de tampon de lyse 
(uree 4 M, Tris 200 mM, NaCl 20 mM et EDTA 200 mM, pH 7,4) en presence de 40 ul de 
proteinase K (0,8 mg). Afin de faciliter la lyse cellulaire, l'echantillon est prealablement broye 
a 1'aide d'un scalpel. 200 ul de tampon de fixation (guanidine-HCl 6 M, uree 10 mM, Tris-HCl 
10 mM et Triton 20% v/v, pH 4,4) sont ajoutes a l'echantillon qui est ensuite incube pendant 10 
min a 72°C. Cette solution est melangee a 100 ul d'isopropanol puis centrifug6e a 8 000 rpm 
pendant 1 min a travers un filtre a base de billes de sillice (tube High Pure Filter + tube 
collecteur). Les impuretes residuelles sont 61imin6es par deux etapes de lavage (tampon de 
lavage : NaCl 20 mM, Tris-HCl 2 mM, ethanol 80% v/v, pH 7,5). L'ADN est ensuite elue dans 
un tampon d'elution (Tris 10 mM, pH 8,5). 

b) Extraction d'ADN des cellules par traitemcnt au NaCIL'SDS 

25 mg de chairs de poissons sont preleves sur un poisson en voie de putrefaction (apres 
16 heures d'incubation dans un tube sterile garde a temperature ambiante), et places dans 50 ul 
d'une solution de NaOH 0,05 M, SDS 0,25%. Apres'broyage des cellules, l'echantillon est 
incube 15 min a 95 °C. 450 ul d'eau sterile sont ajoutes au melange et les debris cellulaires sont 
alors eliniines par une etape de centrifugation de 2 min a 8 00 g. 5 ul du surnageant obtenu 
sont directement utilises pour le test PCR 

c) Extraction isoamylalcool/chloroforme 

La preparation d'ADN chromosomique totale par extraction isoamylalcool/chloroforme 
est realisee a partir de 25 mg de chairs de poissons contaminees comme decrit precedemment 
pour l'ADN bacterien. Le nombre d'etapes d'extraction est en revanche augmente afin de 
pouvoir 61iminer les quantit6s importantes d'impuretes contenues dans les echantillons de 
chairs de poissons. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de sequences nucleotidiques choisies parmi celles comprenant une sequence 
codant pour une proteine du systeme trimethylamine N-oxyde reductase (TMAO reductase) 
chez les bacteries, ou un fragment de cette sequence telle qu'une sonde ou une amorce d'environ 
15 a environ 25 nucleotides, ou une sequence derivee par addition, suppression, et/ou 
substitution d'un ou plusieurs nucleotides de cette sequence codant pour une proteine du 
systeme TMAO reductase ou d'un fragment de cette demiere, ledit fragment et ladite sequence 
derivee etant capables de sliybrider avec ladite sequence codant pour une proteine du systeme 
TMAO reductase, pour la mise en oeuvre d'une methode de detection de la presence de toutes 
bacteries impliquees dans le processus de d6gradation des chairs d'animaux aquatiques, chez un 
note susceptible d'etre porteur de telles bacteries. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la sequence codant pour une 
proteine du systeme TMAO reductase est choisie parmi les sequences codant pour la TMAO 
reductase chez les bacteries, encore designee proteine TorA ou DorA, ou codant pour un 
cytochrome de type c, encore designe proteine TorC ou DorC. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterisee en ce que les 
sequences nucleotidiques codant pour une proteine du systeme TMAO reductase sont choisies 
parmi celles des bacteries suivantes : 

- les bacteries marines, telles que celles du genre Shewanella, Photobacterium ou Vibrio, 
lesdites sequences etant notamment choisies parmi les suivantes : 

* la sequence codant pour la proteine TorA de Shewanella massilia 
representee sur la figure 1, 

* la sequence codant pour la proteine TorA de Shewanella putrefaciens 
representee sur la figure 1, 

* la sequence codant pour la proteine TorA de Shewanella c representee sur la 

figure 2, 

* la sequence partielle codant pour la proteine TorA de Photobacterium 
phosphoreum representee sur la figure 3, 

* la sequence codant pour la proteine TorC de Shewanella massilia 
representee sur la figure 14, 
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- les bacterie^fovenant des eaux saumatres, telles que celles du genre Rhodobacter, ou 
Roseobacter, lesdites sequences etant notamment choisies parmi les suivantes : 

* la sequence codant pour la prot6ine DorA de Rhodobacter sphaeroides 
representee sur la figure 4, 

* la sequence codant pour la proteine DorA de Rhodobacter capsulatus 
representee sur la figure 4, 

* la sequence codant pour la proteine DorC de Rhodobacter sphaeroides 
representee sur la figure 14, 

- les enterobacteries, telles que celles du genre Escherichia, ou Salmonella, lesdites 
sequences etant notamment choisies parmi les suivantes : 

* la sequence codant pour la proteine TorA de Escherichia coli representee 

sur la figure 4, 

* la sequence partielle codant pour la proteine TorA de Salmonella 
typhimurium representee sur la figure 5, 

* la sequence codant pour la proteine TorC de Escherichia coli representee 

sur la figure 14. 

4. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en^e que les 
sequences nucleotidiques sont utilisees sous forme de couples d'amorces choisis parmi l'un 
quelconque des trois groupes d'amorces suivants : 

(1) le groupe d'amorces « DDN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes : 

- DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3 ' : , melange de 54 s6quences 
nucleotidiques, 

- DDN5+ : 5* ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC 3 ' : melange de 4 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes : 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3 ' : melange de 32 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN3- : J' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 5' : melange de 16 s6quences 
nucleotidiques, 



39 



WO 01/20030 PCT/FR00/02578 

- DDN4- : 5' TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3 3 : melange de 24 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN5-: J' CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC3' : melange de 6 sequences 
nucleotidiques, 

5 (2) le groupe d'amorces « BN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

- BN1+ : 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 1 : melange de 16 sequences nucleotidiques, 

- BN3+: 5' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

10 - BN6+: 5' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3' : melange de 64 sequences 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 

- BN2-: 5' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sequences 
nucleotidiques, 

15 - BN4-: 5' ATC Air CCn swv GGC GTG CC3* : melange de 192 sequences 

nucleotidiques, 

- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 ' : melange de 72 sequences nucleotidiques, 
(3) le groupe d'amorcfes « BC » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

20 - BC1+: 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : melange de 256 sequences 

nucleotidiques, 

- BC2+: J' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, , 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 

25 - BC2- : J 9 CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 ' : melange de 96 sequences nucleotidiques, 

- BC3- : 5 ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 ' : melange de 128 s6quences nucleotidiques, 
dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r = (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m = (A,C), 

w = (A,T), b = (G,T,C), s = (G,C), v - (G,A,C), et k = (G, T), 

les couples d' amorces 6tant choisis de telles de telle sorte que Tune des amorces d ! un 
30 couple correspond k Tune des compositions de sequences nucleotidiques DDN+, BN+ ou BC+ 
susmentionnees, tandis que 1' autre amorce correspond respectivement a Tune des compositions 
de sequences nucleotidiques DDN-, BN- ou BC- susmentionnees, lesdits couples d' amorces 
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etant notamment choms parmi Tun quelconque des quatre couples suivants : 

(a) le couple DDN1+ / DDN5-, conduisant a Tamplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d' environ 820 paires de bases (bp), et 
notamment k Tamplification d'un fragment de 821 bp du g6ne codant pour la proteine TorA 

5 chez les bacteries du genre Shewanella, tel que le fragment de 821 bp d61imite par les 
nucleotides situes aux positions 620 a 1450 du gkne tor A de £ massilia represents sur la figure 
4, 

(b) le couple BN6+ / BN2-, conduisant a l'amplification de fragments du g6ne codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d* environ 710 bp, et notamment a 

1 0 l'amplification d'un fragment de 727 bp du gene codant pour la proteine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 727 bp delimit^ par les nucleotides situes aux 
positions 1657 a 2403 du g&ie tor A de S. massilia represente sur la figure 4, 

(c) le couple BN6+ /BN4-, conduisant k Tamplification de fragments du gene codant pour 
la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 360 bp, et notamment a 

1 5 l'amplification d f un fragment de 355 bp du gene codant pour la proline TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 355 bp d61imit6 par les nucleotides situes aux 
positions 1657 a 2023 du gene tor A de 5. massilia represente sur la figure 4, 

(d) le couple BC1+ /BC2-, conduisant k Pamplification de fragments du gene codant pour 
la proline TorC chez les bacteries, d'une taille d' environ 170 bp, et notamment a 

20 TampUfication d'un fragment de 197 bp du gene codant pour la proteine TorC chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 197 bp codant pour le fragment polypeptidique 
delimite par les acides amines situ6s aux positions 114 a 179 de la proteine TorC de S. massilia 
representee sur la figure 14. , . 

25 5, Utilisation selon Tune des revendications 1 i 4, caracterisee en ce que les hotes 

susceptibles d'etre porteurs de bacteries impliquees dans le processus de degradation des chairs 
d'animaux aquatiques, telles que decrites dans la revendication 3, sont des organismes 
aquatiques, notamment des organismes marins tels que les poissons et les crustac^s, et plus 
particulierement les poissons d'Atlantique tels que la sole, le cabillaud, ou les poissons de la 

30 mer M6diterranee tels que le rouget de roche, la dorade, ainsi que certains animaux des eaux 
douces ou saimiatres. 
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6. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, pour la mise en oeuvre 
d'une methode de detection de la presence de toutes bacteries impliquees dans la degradation 
des chairs d'animaux aquatiques, dans le cadre d'un procede devaluation de l'etat de fraicheur 
des animaux aquatiques sur lesquels est preleve l'echantillon teste, lorsque ces derniers sont 
extraits de leur environnement naturel. 

7. Sequence nucleotidique correspondant a l'une des sequences suivantes : 

- DDN1+ : 5 ' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3 ', 

- DDN5+ : 5 ' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC 3 \ 

- DDN2- : 5 *CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3 ', 

- DDN3- : 5 ' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3 ', 

- DDN4- : 5 ' TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3 \ 

- DDN5- : 5 * CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC 3 ', 

- BN1+ : 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 \ 

- BN3+ : 5' GGm GAv TAv TCh AC™ na v ? • 

- BN6+ : 5 ' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3 

- BN2- : 5 ' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3 ', 

- BN4- : 5 ' ATC An* CCn swv GGC GTG CC 3 \ <* 

- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 \ 

- BC1+ : 5* ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3 \ 

- BC2+ : 5 ■ TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3 ', 

- BC2- : 5 ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 

- BC3- : 5'TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 ' 

dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r = (AG), h = (A,C,T), d = (GA.T), m = (AC), 
w = (AT), b = (G,T,C), s = (G,C), v = (GAC), et k = (G,T). 

8. Composition de sequences nucleotidiques en melange, correspondant a l'une des 
compositions suivantes : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes : 

- DDN1+ : 5* CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3' : melange de 54 sdquences 
nucleotidiques, 
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- DDN5+ : 5 ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC 5' : melange de 4 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes : 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C3': melange de 32 sequences 
5 nucleotidiques, 

- DDN3- : 5' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3 9 : melange de 16 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN4-: 5' TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3' : melange de 24 sequences 
nucleotidiques, 

10 - DDN5- : 5 9 CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC5' : melange de 6 sequences 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

- BN1+ : 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 9 : melange de 16 sequences nucleotidiques, 

- BN3+: 5 9 GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC3' : melange de 96 sequences 
1 5 nucleotidiques, 

- BN6+: 5 9 Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3' : melange de 64 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 

- BN2-: 5 9 GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sequences 
20 nucleotidiques, 

- BN4-: 5 9 ATC Arr CCn swv GGC GTG CC 3' : melange de 192 sequences 
nucleotidiques, 

- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 9 : melange de 72 sequences nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

25 - BC1+: 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3 9 : melange de 256 sequences 

nucleotidiques, 

- BC2+: 5' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 

30 - BC2- : 5 ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 9 : melange de 96 sequences nucleotidiques, 

- BC3- : 5 9 TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 1 : melange de 128 sequences nucleotidiques, 
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dans lesquelles n - (A,C,G,T), y = (C,T), r = (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m = (A,C), 
w = (A,T), b = (G,T,C), s - (G,C), v = (G,A,C), etk = (G,T). 

9. Couple d'amorces caract£rise en ce qu f il est choisi au sein de l'un des groupes 
d'amorces suivants : 

(1) le groupe d'amorces « DDN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes : 

- DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3' : melange de 54 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN5+ : 5' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC3' : melange de 4 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes : 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT CJ': melange de 32 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN3- : 5' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3' : melange do 16 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN4- : 5* TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC J' : melange de 24 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN5- : 5' CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC3' : melange de 6 sequences 
nucleotidiques, 

(2) le groupe d'amorces « BN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

- BN-1+ : 5 " C bGA yAT CsT rCT GCC 3 ' : m61ange de 16 sequences nucleotidiques, 

- BN3+: 5' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

- BN6+: 5' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3' : melange de 64 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 

- BN2-: 5' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sequences 
nucleotidiques, 

- BN4-: 5' ATC Arr CCn swv GGC GTG CC 3 ' : melange de 192 sequences 
nucleotidiques, 
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- BN5- : 5 'GbCACr TCd GTy TGy GG 3 ' : melange de 72 sequences nucleotidiques, 
(3) le groupe d' amorces « BC » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

- BC1+ : 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : mSlange de 256 sequences 
nucleotidiques, 

- BC2+: 5' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG J' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 

- BC2- : J ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 ' : melange de 96 sequences nucleotidiques, 

- BC3- : 5 ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 ' : melange de 128 sequences nucleotidiques, 
dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r - (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m = (AC), 

w = (AT), b = (G,T,C), s = (G,C), v = (G,AC), et k = (G,T), 

les couples d'amorces etant choisis de telles de telle sorte que Tune des amorces d'un 
couple correspond a l'une des compositions de sSquences nucleotidiques DDN+, BN+ ou BC+ 
susmentionnees, tandis que l'autre amorce correspond respectivement a Tune des compositions 
de sequences nucleotidiques DDN-, BN- ou BC- susmentionnees, lesdits couples d'amorces 
etant notamment choisis parmi Tun quelconque des quatre couples suivants : 

(a) le couple DDN1+ / DDN5-, conduisant a l'amplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 820 paires de bases (bp), et 
notamment a l'amplification d'un fragment de 821 bp du gene codant pour la proteine TorA 
chez les bacteries du genre Shewanella, tel que le fragment de 821 bp delimite par les 
nucleotides situes aux positions 620 a 1450 du gene tor A de S. massilia represents sur la figure 

(b) le couple BN6+ / BN2-, conduisant a l'amplification de fragments du gene codant 
pour la prot6ine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 710 bp, et notamment a 
l'amplification d'un fragment de 727 bp du gene codant pour la proteine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 727 bp delimits par les nucleotides situ6s aux 
positions 1657 a 2403 du gene tor A de S. massilia represents sur la figure 4, 

(c) le couple BN6+ /BN4-, conduisant a l'amplification de fragments du gene codant pour 
la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 360 bp, et notamment a 
l'amplification d'un fragment de 355 bp du gene codant pour la proteine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 355 bp delimite par les nucleotides situes aux 
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positions 1657 a 2023 du g6ne tor A de S. massilia repr6sente sur la figure 4, 

(d) le couple BC1+ /BC2-, conduisant a l'amplification de fragments du gene codant pour 
la proteine TorC chez les bacteries, d'une taille d'environ 170 bp, et notamment a 
l'amplification d'un fragment de 197 bp du gene codant pour la proteine TorC chez les bacteries 
5 du genre Shewanella, tel que le fragment de 197 bp codant pour le fragment polypeptidique 
delimits par les acides amines situes aux positions 1 14 k 179 de la proteine TorC de S. massilia 
representee sur la figure 14. 

10. M6thode de detection de toutes bacteries impliqu6es dans la degradation des chairs 
1 0 d'animaux aquatiques chez un hote susceptible d'etre porteur de telles bacteries, ladite m6thode 

etant effectuee k partir d'un Echantillon biologique preleve sur cet hote, cet echantillon 
biologique correspondant notamment a un fragment sous-cutan6 de chair de l'a nim al aquatique 
en question, et etant caract6ris6e en ce qu'elle comprend tine 6tape d'hybridation d'au moins 
une sequence nucleotidique telle que definie dans Time quelconque des revendicatipns 1 & 9, 

15 avec des fragments des genes , codant pour une proteine du systeme TMAO-reductase de 
bacteries impliquees dans la degradation des chairs d'animaux aquatiques susceptibles d'etre 
presentes dans Techantillon biologique prelev6 sur ledit hote, suivie d'une etape de revelation, 
notamment par electrophorese, de la presence eventuelle dans ledit echantillon de g&ies codant 
pour une proteine du systeme TMAO-reductase, 6u de fragments de ces genes, dont le nombre 

20 de copies a et6 le cas ech6ant amplifi6. 

11. M6thode de detection selon la revendication 10, caract6risee en ce qu'elle comprend 
les etapes suivantes : , 

- le traitement d'un echantillon biologique preleve sur cet hote afin d'extraire 1' ADN total 
25 de cet hote et de rendre le g6nome de ces bacteries accessible aux s6quences nucleotidiques ou 

amorces definies selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, ce traitement etant 
notamment effectu6 a l'aide d'une technique d'extraction rapide de l'ADN basee sur la fixation 
des acides nucleiques a des billes de silice, 

- T amplification du nombre de copies de genes codant pour les proteines du systeme 
30 TMAO-reductase de bacteries impliquees dans la degradation des chairs d'animaux aquatiques, 

ou de fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans cet echantillon, k l'aide des 
sequences nucleotidiques ou amorces susmentionnees hybridant avec les genes ou fragments de 
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genes susmentionnes, 

- la detection de la presence eventuelle d'un nombre amplifie de copies de genes codant 
pour une proteine du systeme TMAO-reductase des bacteries susmentionnees, ou de fragments 
de ces genes, et done de la presence de telles bacteries dans 1' echantillon biologique etudie. 

12. Methode de detection selon la revendication 11, caracterisee en ce que l'amplification 
du nombre de genes codant pour la TMAO-reductase comprend les etapes suivantes : 

- la predenaturation de l'ADN double brin total de l'hote en ADN mono-brin, de 
preference dans un tampon constitue de lOmM Tris-HCl pH 8,3, 50mM KC1, l,5mM MgCl 2 , 
0,01 % de gelatine, des 4 desoxynucleotides constitutifs des ADN (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) 
a une concentration de 100 uM chacun, et des couples d'amorces, tels que definis dans les 
revendications 1 a 9, par chauffage entre environ 90 °C et environ 100 °C, avantageusement a 
94 °C, pendant environ 1,5 minute, 

- Tamplification proprement dite par addition au milieu obtenu a l'etape precedente 
d'ADN polymerase, par exemple la Taq polymerase, 

♦ chauffage a environ 94°C pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a 
l'etape de d6naturation proprement dite, 

♦ puis chauffage entre environ 35°C a environ 60 °C, ef notamment a environ 45°C 
ou 55°C, pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a l'etape d'hybridation des amorces 
avec les genes codant pour les proteines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ou des 
fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans l'echantillon biologique etudie, 

♦ et enfin, chauffage a 72 °C, pendant environ 45 secondes, ce qui correspond a 
l'etape d'elongation des amorces, hybridees a l'etape precedente, Inline vers 1'autre, produisant 
ainsi des sequences nucleotidiques complementaires de fragments de genes codant pour les 
prot6ines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ces demieres sequences etant delimitees 
par les nucleotides s'hybridant avec les amorces susmentionnees, 

- la repetition de l'etape d'amplification precedente entre environ 15 et environ 35 fois, 
avantageusement environ 30 fois. 

13. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode de detection selon l'une des revendications 
10 a 12, caracteris6 en ce qu'il comprend : 

- une ou plusieurs sequences nucleotidiques ou amorces definies dans l'une des 



47 



WO 01/20030 




PCT/FR00/02578 



revendications 1 a 9, 

- une ADN polymerase, 

- un milieu reactionnel avantageusement constitue de lOmM Tris-HCl pH 8,3, 50mM 
KC1, l,5mM MgCl 2 , 0,01 % de gelatine, des 4 desoxynucleotides constitutifs des ADN (dCTP, 

5 dATP, dGTP, dTTP) a une concentration de 100 yM chacun. 

14. Sequence nucleotidique comprenant : 

- la sequence representee sur la figure 2 du gene torA codant pour la proteine TorA de la 
bacterie marine Shewanella c, 

10 * ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degen6rescence du code 

genetique, et codant pour la proteine TorA de Shewanella c, dont la sequence peptidique est 
representee sur la figure 6, 

* ou toute sequence deriv6e de la sequence nucleotidique susmentionnee, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence derivee 

1 5 ayant de preference une homologie d' environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 2 9 

* ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une sequence 
deriv6e de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 15 nucleotides, 

20 - la sequence partielle representee sur la figure 3 du gene codant pour la proteine TorA de 

la bacterie marine Photobacterium phosphorewn, 

* ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
genetique, et codant pour la prot6ine TorA de Photobacterium phpsphoreum dont la sequence 
peptidique est representee sur la figure 7, 

25 * ou toute sequence d6rivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, notamment 

par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d' environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 3, 

* ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une sequence 
30 derivee de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 

d'au moins environ 15 nucleotides, 
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- la sequence partielle representee sur la figure 5 du gene codant pour la proteine TorA 
de la bacterie marine Salmonella typhimurium, 

* ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
genetique, et codant pour la proline TorA de Salmonella typhimurium dont la sequence 

5 peptidique est representee sur la figure 8, 

* ou toute sequence derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 5, 

10 * ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une sequence 

derivee de cette demiere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 15 nucleotides. 

15. Sequence peptidique codee par une sequence nucleotidique selon la revendication 14, 
15 et comprenant : 

- la sequence en acides amines representee sur la figure 6 de la proteine TorA de 
Shewanella c, 

* ou une sequence d£rivee de la sequence peptidique susmentionnee; notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 

20 ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 
susmentionn6e representee sur la figure 6, 

* ou un fragment de la sequence peptidique susmentionn6e, ou d'une sequence derivee 
de cette demiere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue d'au 
moins environ 5 acides amines, 

25 - la sequence partielle en acides amines representee sur la figure 7 de la proteine TorA de 

Photobacterium phosphoreum, 

* ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 

30 susmentionnee representee sur la figure 7, 

* ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence derivee 
de cette demiere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue d'au 
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moins environ 5 acides amines, 

- la sequence partielle en acides amines represent6e sur la figure 8 de la proteine TorA de 
Salmonella typhimurium, 

* ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 
susmentionnee representee sur la figure 8, 

* ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence derivee 
de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue d'au 
moins environ 5 acides amines. 
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